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第1章緒論
　海洋における基礎生産・物質循環系に果たす珪藻の役割と重要性，さらに種の
維持・保存，並びに分布・消長を研究してゆく上での休眠胞子の存在意義に言及
した。加えて，休眠胞子形成に関する今日までの研究状況を総括することによっ
て，今後において取り組むべき研究課題を整理し，本論文の方向性を提示した。
1．1　海洋環境における珪藻研究の意義・重要性
1）　基礎生産に果たす珪藻の役割
　ヲ植物は太陽エネルギーを化学エネルギーに変換し，他の生物に受け渡し可能な
物質を生産する（基礎生産）。ここで生産された物質が地球上のすべての生態系
を支えている。海は地球表面積の70％強を占めていることを考えると，そこに棲
息する植物プランクトンが地球上の基礎生産や物質循環に果たす役割は小さくな
い。したがって，海洋の基礎生産活動を活発にし，生産を高めることは，人間を
含めた高次消費者の潜在扶養力を増すために重要であるといえよう。
　珪藻類は植物プランクトンの代表とも言うべき分類群であり，海洋における基
礎生産の主要な担い手である。例えば，Wemer（1977）は地球上の全植物の基礎
生産量の20－25％は珪藻類により占められていると見積もっている。また，最近
の研究によれば，海洋の全基礎生産に占める珪藻の割合は40～50％であるが，栄
養塩類が豊富に存在する沿岸や湧昇域では珪藻の基礎生産に果たす役割はさらに
大きく，90％以上にも達すると見積もられている（NelsonctaL1995）。
　浮遊珪藻類のうち，C加ε∫ocθ70s，Co3c∫no4∫scμs，S為ε1εごonε“1α，蹄α1αs3∫os加な
どの分類群に属するプランクトンは広く海洋に分布し，しかも植物プランクトン
に占める量的割合も大きいことから考えると（巖佐1976，Guillard　and　Kjlham1
977），これらの属は生産に寄与する重要な位置づけにあるといえる。珪藻類は
動物プランクトンや幼魚の餌として重要であることもよく知られている（巖佐1
976，Wemer1977）。
　以上に述べてきたように，海洋の基礎生産に果たす珪藻の役割に鑑み，Platt
（1971）は珪藻をr地球上で最も重要な植物」と評している。
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2）物質循環の担い手としての珪藻の役割
　珪藻は他の植物プランクトンと異なり，多量の珪酸を特異的に吸収して増殖す
る。生体内に取り込まれた珪酸は専ら珪酸殻の形成に使用される。この珪酸殻は
比重がおよそ1．5～2．0であり，海水（～1．03）よりも大きいために珪藻の沈降速
度を早める方向に働く。しかも珪酸殻は細胞内の有機物を保護したまま沈降する。
したがって，浮遊力を失った珪藻は物質の鉛直輸送に大きな役割を果たすことに
なる（Bienfangetal．1982，Smaetacek1985）。
　海洋中の沈降粒子の総フラックスと珪藻体珪酸のフラックスの間には強い正の
相関が認められており，珪藻による基礎生産が活発になると沈降粒子フラックス．
が増すことが示されている（例えばNoriki　and　Tsunogai1986）。また，生物体珪1
酸の沈降フラックスの増加に伴って沈降粒子中の有機炭素／無機炭素比が上昇す
ることから，珪藻は炭素を有機態の形で鉛直輸送しているといえる（乗木1996）。
鞭毛藻（0∫3ゆ加nμs　3ρεcμ1μ“1とnano伽gellates）と珪藻（Co7鋤～on　c〆’卯hぬ“；と↓
small　pennates）の混合群集から成る外洋域では沈降粒子フラックスが小さく（97
－138mgC　m－2d－1），珪藻（βZ44吻h臨Ch躍ooε70昂Z肋1αss’os加）が優占する沿
岸域では沈降粒子フラックスが大きい（450－1400mgC　m－2d－1）という研究報
告もある（vonBodungenetaL1986）。
　このような珪藻の沈降という現象は，海洋の底生生物群集への餌の供給機構と
しても働いていることが分かっている（Billett　et　aL1983，von　Bodungen　et　al．
1986）。珪藻が優占する海域では，底生生物は表層域から多くのエネルギー供給
を受けることができ，しかも，輸送される有機物は珪酸殻に包まれた新鮮なもの
である。したがって，珪藻は底生生物群集を支えるエネルギー源としても重要で
ある。
　堆積物表層には多数の珪藻が見いだされており，鉛直輸送された珪藻のシンク
にもなっている。例えば，瀬戸内海の表層堆積物には，105～106cells　cm『3も
の密度で珪藻の生細胞が存在していることが明らかにされている（今井ら1990，・
板倉ら1993）。また，6，150mの深海堆積物の表層にも増殖可能な珪藻が存在
していることも知られている（Marone　et　al．1973）。
　近年の化石燃料の大量消費に伴い，大気中の炭酸ガス濃度は増加傾向にあり，
それを原因とした地球の温暖化の加速が懸念されている。珪藻による物質の鉛直
＿2＿
輸送能力は，この地球温暖化の防止策（案）の一っとしても注目されている。即
ち，珪藻の沈降は無機炭素の一部を深海に封じ込める働きを持っているので，珪
藻による基礎生産を活発にすれば表層の炭酸塩濃度が低下する。この影響で海洋
／大気間の炭酸ガス平衡が溶解側に偏るので，大気中で増え続けている炭酸ガス
の一部を海洋に吸収させることが可能となる。化石燃料の燃焼に伴う炭酸ガスの
放出量が年間5～6Gtであるのに対して，全海洋における基礎生産量は51Gtと見
積もられているので（Ma貢in　ct　al．1987），珪藻による炭素の固定／鉛直輸送を
増すことが大気中の炭酸ガス濃度の増加を抑制し，温暖化の防止機構として働く
というプロセスには実現性があり，研究が続けられている。
　ヲ3）珪藻の季節的消長
　珪藻による基礎生産量や物質の鉛直フラックスは時間的に大きく変化すること
が知られている。例えば，一珪藻C加伽cεヂos属の出現頻度を一年以上にわたって
観測した例によると，水桂の珪藻細胞数は春と秋の2回に大きく増加し，これ以
外の季節では著しく低下している（Garrison1981，Rines　and　Hargraves1987）。
北太平洋亜寒帯中部及びべ一リング海で珪藻の鉛直物質フラックスを調べた研究
では，珪藻フラックスの大きな季節変動が見いだされており，極大は4～6月の春
と8～10月の夏から秋にかけて観測されている（高橋ら1996）。このような珪藻
の現存量や鉛直フラックスの季節的変動は温帯域で普通に見られる現象である。
　珪藻の季節的消長を生み出す原因としては，栄養塩濃度や光強度・鉛直混合の
強さ・動物プランクトンによる捕食圧の変化などが指摘されてきた（例えば
Cushing1975，Parsons　et　aL1984）。ところが，最近の研究によると，水柱にお
ける珪藻類の出現の季節性は，珪藻類が生活史の一時期に形成する休眠胞子のよ
うな休眠期細胞の形成とも関連が深いことが明らかになってきた（Rines　and
Hargraves1987，高橋ら1996）。即ち，増殖に適している環境条件下では栄養細
胞として水柱で活発に増殖するが，増殖に不適当な条件下では休眠胞子として海
底に沈降し，そこで一時期を過ごすという生活史を持つ珪藻の存在が考えられて
おり，種固有の生活史が現場の水柱の珪藻の季節消長と深く関係している可能性
が指摘されている。
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4）休眠胞子研究の意義
　珪藻の休眠期細胞はその外部形態や生理状態により，休眠細胞，休眠胞子の2つ
に分けられる。前者は形態学的には栄養細胞とは差異がなく，細胞質の凝集など
生理学的変化のみが栄養細胞と異なる点，後者は厚い珪酸殻の存在や細胞容積の
縮小などの形態学的特徴により栄養細胞と容易に区別できる点が特徴である。な
お，一部の例外種を除いて，両方の細胞はともに栄養細胞から無性的に形成する。
　栄養細胞と休眠細胞は形態的に区別することが困難なので，現場海域では主に
休眠胞子についでの研究が行われてきた。これまでに得られた休眠胞子の動態に
関する知見は以下のようである（Garr三son1981，von　Bodungen　et　al．1986，
Rines　and　Hargraves1987，0date　and　Maita1990，今井1995）。
　’
a）沈降粒子のフラックスに占める珪藻の割合が大きい時には休眠胞子の割合も
　大きい。
b）沿岸域の観測例では，ブルームの初期の頃よりは終期の方が栄養細胞よりも
　休眠胞子が多数認められる。
c）沿岸や内湾域のような浅い海域の堆積物中に存在する休眠胞子が鉛直混合に
　より有光層まで運ばれてくる可能性もあるので，休眠胞子はブルーム開始の
　seed　populationになりうると考えられている。
d）胞子形成種が優占している間は鞭毛藻類の出現が少ない。
これらの報告は，珪藻の休眠胞子が，現場水域における珪藻の個体群動態（季節
的消長・種組成・存在密度・基礎生産量・沈降フラックス）を司る大きな要因で
あることを示唆している。したがって，海洋の基礎生産や物質輸送，さらには生
態系遷移に果たしている珪藻の役割を理解するための基礎として，休眠胞子に関
するあらゆる知見の集積が必要であると考えられる。
　そこで以下ではこれまでになされてきた休眠胞子に関する研究について課題別
にまとめ，これから明らかにすべき課題を抽出する。
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1．2　休眠胞子形成研究の経緯
1）休眠胞子の形態学的特徴と胞子形成種
a）休眠胞子の形態
　休眠胞子の形態的特徴には古くから興味が持たれてきた。既に1800年代後期か
ら1900年代前半にかけての光学顕微鏡レベルでの詳細な観察により，多くの種の
休眠胞子の形態的特徴が記載されている（例えばGran　1897，0kamura　1907，
Ikari　1926）。電子顕微鏡の発達に伴い，さらに微細な構造に関する研究も進ん
できた（Hargraves1976，1979，pitcher1990，Round　et　aL1990）。それらの研
究結果をまとめると，休眠胞子は概ね珪酸質のカプセルともいうべき構造であり，
　ノ栄養細胞に比べて珪酸殻の珪質化が著しいこと（Hargraves1979，Round　et　a1。1
990），・また多くの種の休眠胞子の被殻の表面に鋭い刺（spine）や樹状の装飾
物が存在すること（Gran1897，Cupp1943）が大きな形態的特徴といえる。
b）胞子形成種
　Hargraves（1976）は休眠胞子を形成する種を含む分類群として，加惚吻s卿鵬
Cε7α‘αμ1∫n傷　　Chαθ‘ocε7053　Z）ε‘oκμ1α，　五）∫りぜμ〃ろ　F～α8〃α7∫α，　L（ψ‘ocy1∫n47μ53　ノ晩10s∫r傷
Po70s∫r傷Rh∫zoso1επ∫¢S吻加nρρyx∫＆7加’αss∫os施属を挙げている。McQuρid　and
Hobson（1996）は伽6卿脚，〃87雌on，040惚1耽飾7α伽属にも胞子形成を行う種
が存在することを報告している。ルα8∫1副α属を除けば他の全ては中心目の珪藻
である。上記の属のうち，最も休眠胞子形成種が多いのは海産珪藻の最重要種群
と位置づけられるC加θ‘ocεros属であり，現在までに72種の休眠胞子が確認され
ている（McQuoidandHobson1996）。
2）現場における休眠胞子の観察
a）水域における分布状況
　休眠胞子は世界各地の海から見いだされており，ノルウェー沖（Gran1897），
山東半島沖（Chu　and　Kuo1957），日本沿岸（Okamura1907，Ikari1926，今井
ら1990，Ishizaka　et　aL1987，Kuwata　and　Takahashi1990），北米西海岸（Cupp
1943，Gaπison1981），同東海岸（Rincs　and　Hargraves1987，1988），南アフリ
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カケープタウン沖（Pitcher1986，1990），南極大陸沿岸（von　Bodungen　et　aL
1986）などの沿岸や湧昇域から多数の報告がある。外洋では，北東太平洋，べ一
リング海（高橋ら1996）から報告されている。これらの報告のように，珪藻類
の休眠胞子は中～高緯度の沿岸や湧昇域で，生産性の高い海域に多く出現する傾
向を持つようである。この傾向は胞子形成種の多くの種の分布特性（Wemer19
77）と一致する。一方，熱帯域の外洋水では，休眠胞子形成種はあまり存在して
いないので，沿岸や湧昇域から流入してくる休眠胞子がまれに見られる程度であ
る（HargravesandFrench1983）。
b）鉛直的分布・フラックス
　休眠胞子は珪藻ブルームの終わりにかけて高濃度で見いだされることがある。
例えば噴火湾の浅海域（30～50m）では春のブルーム終期に105spores　l－1もの
濃度が観測されており，このときの休眠胞子の沈降フラックスは最大108spores
m－2 －1 も達していると見積もられている（Odate　and　Maita1990）。また，
南極大陸沿岸では，沈降してゆく珪藻のおよそ70％が休眠胞子であったとの報告
もある（vonBodungcnetal．1986）。
　ブルーム後の堆積物表層には休眠胞子が存在することが知られている
（Hargτaves1975，Davis　et　aL　1980，Garrison1981，0date1987，Pitcher1986）。
また，休眠胞子は一年を通じて常に堆積物中に存在する例も知られており，その
濃度は瀬戸内海の場合で104spores　cm－3（湿泥）と報告されている（今井ら19
90）。
　堆積物中に胞子が存在することは，冬季のような栄養細胞の増殖に不適当な期
間を休眠胞子として海底で過ごし，そこで環境の回復を待つというGranの仮説
（Gran1897，1912，cf　Garrison1984）を支持している。しかし，海底堆積物
から水柱へ回帰して発芽する休眠胞子のフラックスは実測されていないので，
Granの仮説の真偽は未だに不明である。この上方向への鉛直フラックスの実測
は現場海域での珪藻類の動態と休眠胞子形成との関係を知る上で重要な課題と考
えられる。
6＿
3）休眠胞子形成を誘導する環境因子
a）培養実験による研究
　休眠胞子形成は環境条件の変化への適応機構と考えられる。したがって，胞子
形成を誘導する環境因子の探索は，珪藻の環境への適応性を明らかにする上で重
要な課題といえる。しかし，珪藻がどのような要因によって休眠胞子を形成する
かを明らかにしようとした試みは比較的新しい。このような分野の研究が立ち後
れていた原因の一つは，珪藻プランクトンの室内培養技術が確立されなかったこ
とによる。
　Drebes（1966）はS．pα1〃7ε吻照の休眠胞子形成がリンの欠乏により引き起こさ
れることを実験的に初めて明らかにした。その後，多くの研究者によって室内実
　ノ験で再現性をもって休眠胞子形成の誘導ができることが実証されてきた（von
Stosch　et　a豆・　1973，Durbin1978，French　and　Hargraves1980，French　and　Hargraves
1985，Valente　et　al．1987，Kuwata　and　Takahashi1990，板倉ら1993）。これら
の多くの報告によればC肋eホooε7偽L曜oα1∫n47醐S吻加n卿ッx∫＆艶α1α∬∫os加属
の休眠胞子形成は窒素欠乏のみで誘導されているので，窒素欠乏は休眠胞子形成
の誘導因子として最も重要であると認識されている（c£Hargraves　and　French1
983，　Round　et　aL　　1990）　。
　休眠胞子形成を誘導する環境因子（窒素欠乏）は，温度や光などの物理的条件
と複合的に働く場合のあることが知られている。例えば，T『 o748ns窺oε14〃　は
窒素欠乏条件でしかも低温（0～50C）で培養すると休眠胞子を形成するが，15。
Cではたとえ窒素欠乏条件であっても胞子形成を行わない（Durbin　1978）。ま
たCh。4∫み〃1μs　vaL　pro励ε7αnsは窒素欠乏で休眠胞子を形成するが，窒素欠乏
条件で暗条件に移すとさらに活発に胞子を形成するという興味深い現象が観察さ
れている（板倉ら1993）。このように，休眠胞子形成は様々な環境因子がある
特定の組み合わせで作用したときに引き起こされている場合もある。現場の水域
は様々な環境条件が複雑に組み合わさった場であるから，今後の研究においては，
r環境因子の組み合わせ」をふまえて胞子形成の誘導因子を解明して行くことが
肝要であると思われる。
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b）現場観測による研究
　Gaπison（1981）は，モントレー湾において珪藻の休眠胞子の消長と環境水中の
栄養塩類濃度との関連を調べ，窒素濃度が低下してくると休眠胞子が多く見られ
るようになることを明らかにしている。板倉ら（1995）も類似した現象を瀬戸内
海において観測している。このように，これらの観測例は培養実験から得られて
いる結果とよく一致している。
　一方，肋α1αss∫os加　no74εηsた∫oε14∫∫の休眠胞子はブルーム初期においてすら観
察されることから，この種の休眠胞子の形成は環境因子の変化とは無関係である
と推測した報告もある（井上・谷口1995）。栄養が枯渇していない南極沿岸水
中で，大量のZ肋1αss’os加の休眠胞子の沈降が観測された例もある（von
　ヌBOdUngen・et　aL1986）。これらの現象は，休眠胞子形成が温度や光条件（ある
いはそれらの組み合わせ）により引き起こされているか，または環境因子に変化
がなくても生物の内的な要因により胞子形成が誘導されているかのいずれかを示
していると思われる。現場観測から胞子形成の環境因子を単独に抽出することは
困難であるので，培養実験と現場観測を組み合わせて，多角的な視点から休眠胞
子の誘導因子を究明してゆくことが大切である。
4）休眠胞子を発芽に導く環境因子
　休眠胞子を発芽に導く環境因子の探索は難しい課題である。それは，発芽実験
に用いる休眠胞子の試料中に栄養細胞が共存していると，胞子が発芽したのかそ
れとも栄養細胞が増殖したのかという問題を含んでいるからである。この問題点
を踏まえながらこれまでの研究成果をまとめると以下のようである。
　栄養がナ分な条件で培養した場合，Cんαε‘OCε70S4∫磁ε〃1α，αr．4∫吻“2μS，σ多」
vαnhεμ10航の休眠胞子は1．3μEm－2s－1以上の光強度で発芽が確認されてい．る
（Hollibaugh　et　aL1981）。同様の結果がCh．4∫伽nμs　vaL　pro励ε7αnsについ
ても得られている（板倉1995）。一方，Cん，伽4θ脚の休眠胞子の発芽には20
μEm－2s『1以上の比較的強い光が必要である（Hargraves　and　French1983）。
また，休眠胞子の発芽には光強度だけでなく光周期も関与しているとの報告もあ
る（Eilertsen　et　al．1995）。これらの実験結果はいずれも胞子の発芽に光が必須
であることを示している。
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　一般的にC肋ε‘06ε70s属の休眠胞子の発芽は水温が高い方が早く起こるとされ
ており（Hargraves　and　French1983），極端に低い水温（5。C）では胞子の発芽
が起こらない例も知られている（桑田・高橋1992）。
　以上の報告から，休眠胞子の発芽には光と栄養，温度条件が大きく関与してい
るといえる。休眠胞子の発芽条件は，休眠胞子形成の誘導因子とともに，現場水
域の珪藻類の動態解析の鍵となる部分であるから様々な種について精査してゆく
ことが必要である。
5）環境変動への耐性
　休眠期の細胞が様々な環境に耐えることができれば，個体群の維持に有利であ
る♂珪藻の休眠胞子はこのような性質を持っているものと推測されており，温度，1
光，重金風捕食の影響などの観点から検討がなされてきた。
a）温度・光条件
　休眠胞子の生き残り時間は温度と光強度に依存していることが知られている。
例えば蹄α’σ槻os加no74θnsた∫oε1疏の休眠胞子の生存期間は20℃，暗条件では7
日であるが，0℃の場合には576日に達することが観察されている（Durbin197
8）。また，C肋ε‘ocε70s4∫α4ε“2αと塵prooy伽4耀s4傭cμsの休眠胞子の寿命は高
温・明条件（20μEm｝2s⇒よりも低温・暗条件でより長いことも知られてい
る（Hargraves　and　French1983）。海底堆積物中の休眠胞子は，実験室内で低温
（11。C）・暗条件で3年間保存した後でも，栄養・光・温度条件が満たされれ
ば発芽することが確認されている（今井ら1990）。以上の報告から判断すれば，
休眠胞子は低温・暗条件の海底堆積物上で長期間生き残る可能性が高いといえる。
このことは，休眠胞子がseed　populationとしての役割を持つことを強く示唆して
いるといえよう。
b）微量金属に対する耐性
　休眠胞子は栄養細胞よりも高濃度の微量金属に対して抵抗性を持っている。例
えば，C加ε‘ocε70sp70励ε7伽sの休眠胞子は高濃度の銅（pCu＝8．6）で100日
間曝露しても生き残る（Valente　et　aL1987）。．しかし，休眠胞子形成はCdの
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存在で阻害されるという報告（Sanders　and　Cibik1985）もあることから，胞子形
成が微量金属濃度の変化に対する適応となるかどうかは明らかではない。
c）物理的強度
　休眠胞子は栄養細胞に比べて著しく厚い珪酸の被殻を持つために，動物プランr
クトンに摂餌されても消化されずに生きたまま排出される場合のあることが知ら
れている（Hargraves　and　French1983）。この性質は個体群密度が低下し，かつ
補食圧が高まってきたときの種の維持に役立っていると考えられる。
　また，休眠胞子は栄養細胞よりも乾燥に強いことも知られている（Hargraves
1975）。しかし，乾燥に耐える能力は最大でもChαε‘ocε70s‘ε7ε3の120分であり，
　ノaerial　transportが可能かどうかはわかっていない。
6）休眠胞子の代謝物質組成
　休眠は生物が環境条件に対する耐久性を獲得して増殖に不適当な期間を乗り切
り，個体群を維持してゆくための重要な過程である（藤伊1975）。休眠は，生
育や代謝の活性を極端に低下させた状態と定義され（今掘・山川1984），代謝
の活性の低下と耐久性の獲得には深い関係のあることが知られている。このよう
なことから，休眠胞子形成という現象の理解には代謝に関する知見を細胞内物質
の組成などから得てゆくことが必要であると考えられる。しかし，栄養細胞と休
眠胞子の細胞内物質の含量や組成を比較研究した報告は非常に少なく，得られて
いるデータは元素組成のレベルに留まっている。その理由は休眠胞子を培養条件
で純粋に得ることが難しいためである。ともあれ現在までに得られている知見を
まとめると以下のようである。
　栄養細胞に比べて休眠胞子の細胞当たりの炭素含量が多いこと（5～15倍），
また呼吸速度は遅くなる傾向のあることが中心目珪藻5種について知られている
（French　and　Hatgraves1980）。Z肋1αss’os加αn蜘o’∫oαの休眠胞子（形成後約10
日，全細胞の約70％）では，細胞当たりの炭素含量は栄養細胞の1．3倍であり，
この状態は暗条件に一ヶ月保存した場合でも変化しないことが報告されている
（Doucette　and　Fryxel1　1983）。栄養細胞と比較した場合，C物αε1oc87・s
P3ε煽ocμrv∫s伽sの休眠胞子（96％）の呼吸活性は1／10，光合成活性は1／30にまで
＿10＿
低下していたことが確認されている。また，このような状態の休眠胞子の炭水化
物の主成分は，グルコースにより構成されるポリサッカライドであることが確認
されている（Kuwata　et　al．1993）。このように，休眠胞子は多くの貯蔵エネル
ギーを蓄える一方で，生理的な活性を低下させているようである。
　しかし，休眠胞子の化学組成に言及した報告は今までのところ上の3件だけで
あり，休眠胞子が実際に「休眠」状態にあるのかどうかを傍証するデータは著し
く不足している状況にある。エネルギー状態，光合成の量子収率，色素組成，酵
素活性，各種の代謝産物組成といった生理学的指標となるようなデータを休眠胞
子について畜積してゆくことは，休眠胞子の生態学的役割を解明してゆく上で重
要な課題である。
　’
1．3　本研究の目的
　前節では休眠胞子の今日までの研究例について概観してきたが，これらの研究
の多くは形態学的な特徴や水域における分布に関するものであって，胞子形成を
誘導する環境因子，休眠胞子の発芽因子や環境条件の変化への耐久性，さらに代
謝物質の含量及び組成といった研究課題を取り扱った例は極めて少ないことが指
摘できよう。。
　細胞の増殖や休眠特性は生理的機構と密接に関連しているので，休眠胞子の機
能・役割の解析には，地理的・季節的分布や形態学的特徴に関するこれまでの知
見に加えて，代謝物質の組成や生理的な活性といった生理生化学面からの情報が
必要・である。このようなことから，休眠胞子と栄養細胞の代謝物質の含量と組
成を調べ，両者がどのような点で異なっているのかを明らかにすることは，休眠
胞子の機能・役割を解明してゆく上で意義があると考えられる。
　本論文では休眠胞子の形成に伴う細胞内の代謝物質の含量及び組成の変化と，
休眠胞子の耐久性の獲得・生き残りとの関係を研究することとした。研究の対象
とした代謝物質は，以下に示す理由で各種リン化合物，光合成色素，ヌクレオチ
＊このことは陸上植物の休眠（種子など）に関する研究を見るとよく理解できる。例えば，ヌクレオチドなどの中間代謝
物質，植物ホルモン，脂質やデンプンなどの貯蔵物質，酵素系など様々な生化学成分の側面からの研究が行われた結果，
種子の機能・役割に関する数多くの知見が得れらている（例えば，藤伊1975）。
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ド類とした。
リン酸化合物：　リン酸は生命活動にとってきわめて重要な化合物の一つであり，
　　　タンパク合成遺伝，光合成，窒素固定など生命過程の様々な局面にお
　　　いて極めて重要な役割を果たしている。リン酸化合物の細胞内濃度は細
　　　胞の生理状態によって様々に変化することが知られており（Sawada　et
　　　al．1989，Sawada1990，臼田1995），とりわけ細胞の休眠過程とリン
　　　酸化合物の代謝は密接な関係がある（Hall　and　Hodges1966，Mu㎞cゆ
　　　et　al．1971，藤伊1975）。
光合成色素：　植物の光合成活性は蛍光収率や光合成色素量などと深く関わって
　’　　おり（Demmig　et　aL1989，Thayer　and　Bjorkman　1990，Demers
　　　et　al．1991），植物はこれらの要素を変化させることにより自らの光合
　　　成活性を調節し，・様々な光条件に適応していると考えられている。この
　　　ような適応様式は珪藻を始めとした植物プランクトンの栄養細胞では広
　　　　く知られている（Sakshaug　et　aL1987，Latasa1995）。
ヌクレオチド類：　光合成活性や呼吸速度などの生理学的指標の変化は，細胞内
　　　のATP含量に反映されることが鞭毛藻の休眠シスト形成で知られてい
　　　ることから考えて，（Blnder　and　Anderson1990，Lirdwitayaprasit　et　al．
　　　1990），珪藻の休眠胞子のATP含量が細胞のエネルギー状態を知る指
　　　標になるといえよう。
　研究は以下のように進めた。まず，相模湾表層水から分離した中心目珪藻
σ』αε‘ocε70s　属11種の休眠胞子形成特性を栄養条件に着目して調べ，栄養枯渇環
境下で休眠胞子を形成しやすい珪藻を選別した（第2章）。選別した実験対象種
を用い，光合成色素とヌクレオチドの分析法の確立を試みた（第3章）。各種環
境パラメータが制御された室内培養系を設定し，休眠胞子形成に伴う各種代謝物
質の細胞含量及び組成の変化を栄養細胞との比較において明らかにした（第4，
5章）。一連の研究から得られた成果をまとめ，今後の展望を示して本論文の結
びとした（第6章）。
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第2章　休眠胞子形成種の探索
2．1　はじめに
　休眠胞子と栄養細胞の代謝物質組成の比較検討のためには，休眠胞子と栄養細
胞をできるだけ純粋に得る必要がある。この目的のためには，培養しやすく，か
つ休眠胞子を形成しやすい珪藻を実験材料として選ぶことが大切である。そこで
本章では，このような性質を持つ珪藻種を明らかにすることを試みた。
　休眠胞子を形成する珪藻としては，βαc‘ε7iαs惚〃7，　Cε7伽疏朋，　C加εホooε10＆
Pαonμ1傷ρめ伽ちF7α9∫1副α，恥μo卿n4鵬Mε10sケ¢Po70s加，RhZzoso1θn鵡
　ヲSゆ加n卿x∫＆　　丁吻1αss∫os∫rαなどが代表的な属として知られている（第1章，
Hargraves1976，McQuoid　and　Hobson1996）。本研究では，種類数も生物量も多
く，世界中の海洋に普通に見られ，海洋植物プランクトンの最重要種群（Rines
and　Hargraves1988，谷口1992）といわれているCh昭ocε〆os属を対象生物とし
た。まず，相模湾表層水から多種類のC加εごooθros属の珪藻を分離し，維持培養
が容易な種を探した。次にこれらの珪藻の胞子形成特性を栄養欠乏条件に着目し
て調べ，休眠胞子を形成しやすい種の探索を試みた。
2．2　実験方法
1）珪藻の単離
　相模湾（34。51N，139。32・E，Fig．2．1）から1992年5，7月にポリカーボネー
ト培養瓶に表層水を採取し，これに銘0に相当する栄養塩（窒素制限になるよう
に改変したf培養液，c£Gu玉11ald　and　Rythcr1962）を添加して研究室に持ち帰り，
速やかに温度20。C，14L：10D　の光条件の培養庫で保存した。培養2－5日後，増
殖してきた珪藻1群体を実体顕微鏡下でミクロピペット法により分離し，鍋0培
養液の入［ た試験管に接種した。分離した珪藻は前述の温度・光条件で培養した
（Fig．2．2）。ここで増殖が確認された珪藻について，再び同様の操作で分離
を繰り返し，クローン株とした。得られたクローン株はf／2～餌培地を用い，温
度16～18回C，光強度40～70μEm－2s－1の条件で維持培養した。
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Figure 2. 1. Sampling location of Sagami Bay surface water. 
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Sagami Bay surface water (34'51 'N, 139'32'E) 
(two 5L bottles) 
N-Iimited f/1 O media 
Incubation (3-5 days, at 20'C, 14L:10D) 
J 
Isolation of one colony 
l 
Incubation in test tubes 
(5-7 days, at 20'C, -1 4L:1 OD) 
Re-isolation of one colony 
l 
Incubation in test tubes 
(5-7 days, 20'C, 14L:10D) 
Stock culture (maintained in f/4 media under conditions of i6-1 9'C, 14L:10D) 
Figure 2.2 Isolation method for Chaetoceros species taken from 
Sagami Bay surface water. 
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Preculture of cach species(f/20, 14L:10D, 17'C) 
N-limited media 
(N:P:Si=1:1:10 in 14M) 
P-limited media 
(N:P:Si=10:0.2:10 in /lM) 
e 
Ccll counting on the 6th day and 9th day after inocul'.ition. 
300-1200 cells were counted. 
Figure 2. 3. Method for experiments of resting spore formation 
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2）休眠胞子形成実験
　まず，以下の栄養塩類組成の異なる培地を調製し，これを用いて休眠胞子の形
成の有無を調べた。窒素欠乏培地：　N：P：Si＝1：1：10（μM），リン欠乏培地：
　N＝P：Si＝10：0．2：10（μM）。いずれの培地も微量金属混合液（鋸meta1）と
ビタミンの濃度はf／100レベルとした。σ20培地による各クローンの予備培養か
ら，　5m1の栄養欠乏培地が入った試験管に珪藻株を接種し，維持培養と同じ条
件で培養した（Fig．2．3）。接種後2～4日の間は活発な増殖が見られ，各試験
管中の珪藻は浮遊する傾向が認められた。珪藻接種後約5日目に藻体の沈積が確
認されたので，定常期に移行したと判断し，6日目と9日目にそれぞれ検鏡した。
試料は通常の水封プレパラートの形で検鏡した。光学顕微鏡は日本光学製
SF良一Keを用い，プランアクロマート（凡A．＝0．25または0．65）を装着して明
視野ないしは暗視野照明法で検鏡した。それぞれの試料について300から1200細
胞を計数し，全細胞数に占める休眠胞子の割合を算出した。
2．3　結果と考案
2．3．1　珪藻種の選定
1）珪藻の分離と維持
　分離した珪藻はC加αoc8ヂos属明刺類の11種11株である（Table2．1）。これら
の種はすべて休眠胞子を形成することが知られている（cf　Okamura1907，Ikari
1926，CupP1943，ChuandKu・1957，RincsandHar理aves1988）・
　11種のいずれの珪藻もf／2培地でよく増殖し，維持可能であった。しかし，何
株かは維持培養を続けるにつれて，外見的に色素は薄く，細胞幅は狭く，しかも
植え継ぎ後の増殖が不活発となってきた。とりわけ，C互嫉鷹Cみ，co〃ψ7θs3凋
Ch．co70nα醐ごh．oos厩略Cみ，4功臓svaLμo励ε7αn＆αL耽∫n∫os凋Ch，
107εnz∫伽μ3の7種がこのような状態に至りやすかった（Table2．1）己一方，C勘．
αnαs‘o〃10s硯5，Ch．4εわ∫伽Ch，pαr認oxμ畠Ch．psε認ocμ7り∫s鋤sの培養株の状態は
常に良好であることが多く，比較的容易に株を維持できることが分かった。
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　増大胞子形成は珪藻の生活環の一時期で起こる，狭くなった細胞サイズの回復
（増大）の過程である（例えばRound　et　a1．1990）。したがって，培養株中に
増大胞子が存在し，かつ栄養細胞サイズの増大が確認できれば，珪藻の生活環が
滞りなく回転していることがわかる。6ヶ月の維持培養期間において，増大胞子
と栄養細胞サイズの回復が観察された種は，C互姫π∫＆Ch，αnαs∫o〃70sαns，α1．
co70nα鵬Ch．4∫伽撚vaLμo励ε7αn畠Ch。10rεnz禰μs，α．4εわ瓶Ch，
psε躍ocμ7v∫sε耽の7種であった（Table2。1）。
2）単離珪藻の休眠胞子形成特性
　単離株の休眠胞子形成特性をTable2．2に示した。休眠胞子形成を誘導する栄
養欠乏条件は種によって異なり，いくつかのカテゴリーに整理することが可能で
あった。即ち，窒素あるいはリンの欠乏により高い割合で胞子形成を行うC五
psε認ocμアv∫3ε帆Cん．co3鰯凋Cん。107εnz∫αn凋σ’．1αcZn∫os凋α1．co70π伽s。栄養枯
渇条件下では休眠胞子が全く見られないグループとしてCん，　即7認oκ凋　　Cみ，
　　　　　　　ヨ4∫み耀s　vaL　p70励ε7伽s。また，αi．峨鷹Ch．αn傭o脚sαnsのように休眠胞子
を極めて作りにくいグループ，最後にこれらのどれに属するのか判別が難しい
Ch．4εわ∫帆Cん．co〃ψ7εssμsの4グループに分けられた。
3）珪藻種の選定
　1）株の維持が比較的容易である，2）生活環が完結している，3）休眠胞子形成
を行いやすい，という条件を満たしている珪藻が休眠胞子の生理生化学的性質の
研究に最も適している。この3条件を完全に満足させる種は，α，
PSεμ40Cμ7り∫S蝕Sのみであったので，この種を論文の研究材料に用いることとし
た。この種は暖海の沿岸域に普通に見られる珪藻であり，季節的な出現特性は他
のC肋αocε70s　種と類似しているので（Ikari　1926，Cupp　1943，Rines　and
Hargraves1987，高野1990），沿岸域での休眠胞子の役割を考える上での代表種
としても実験生物に適していると判断した。
　培養9日目の時点におけるCh．ρsε認oc脚おαμ3の休眠胞子形成率は窒素欠乏
条件で約20％，リン欠乏条件で約40％であった。これらの値は胞子の生化学組成
の測定のためには十分ではない。しかし，この珪藻の胞子形成率は細胞の状態に
＿20＿
より変化し，細胞幅が広いときには休眠胞子の形成は活発であることを予備実験
で確認している。そこでCん．ρSε認OCμ7V∫S伽Sの維持培養株を複数用意し，細胞
の状態が良好な株を実験に使用することにした。
2．3．2　高塩分と窒素欠乏により誘導される休眠胞子形成
1）はじめに
　休眠胞子形成は，栄養増殖に不適当な期間を生き残るための生活応答と考えら
れているので（Hargraves　and　French1983，Ishizaka　et　al．1987，Kuwata　and
Takahashi1990），胞子形成の誘導因子を探索することは環境条件の変化に対す
　ヌる珪藻の適応性を知る上で意義がある。しかし，これまでの研究の多くは胞子形
成の誘導因子として栄養欠乏にのみ着目しており，他の環境因子（水温・塩分・
光・他感作用物質・微量栄養塩など）が胞子形成の誘導因子になるのかどうかは
不明のままである。
　　　　　　　ここでは，リンや窒素の欠乏のみでは休眠胞子をほとんど形成しなかった
α循oo8γos　伽αsごo〃205αnsが高塩分条件で窒素欠乏になると休眠胞子を形成する
ことを示す。
2）増殖と胞子形成に及ぼす塩分の影響
　種々の塩分で調製した窒素制限培地（N：P：sl＝10：10：100，in　μM）で培養し
た場合の胞子形成特性をFig。2．4に示す（窒素源は硝酸塩の形で加えてある）。
Ch．伽os∫o〃20sαnsは塩分6．9，13．8では全く増殖しなかったが，20．7～48．2の広
い塩分範囲での増殖が確認された（Fig2．4A）。しかし，培養24日目の時点
で，20．7と27。8の塩分条件では栄養細胞のほとんどは死んでおり，Fig．2．5Fに
見られるように珪藻の殻のみが残っていた。一方，高塩分の培養系の栄養細胞数
は104ce1玉s　m1－1に達した。これらの細胞の多くはサイトプラスムを持っていた
ので，生きていると思われる（Fig．2。5B）。この珪藻はより高い塩分（48．2）
でもわずかに増殖したが，そのほとんどは奇形細胞であった（Fig．2．5c）。
　この珪藻の休眠胞子形成は広い塩分範囲で見られたが，胞子形成に適した塩分
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は高塩分側に偏っており（Fig．2．4B），休眠胞子が最も多く見られたのは塩分
42．7の条件であった。この実験で変化させた環境パラメータは塩分のみであるか
ら，Ch．αn傭o〃20sαnsの休眠胞子形成は高塩分条件で窒素が欠乏したときに活
発になることが明らかである。
　休眠胞子の細胞幅は塩分条件により大きく異なっていた。即ち，高塩分条件下
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！♂での休眠胞子の細胞幅は約8μmと著しく小さい（Fig．2．5E）のに対して，
通常の塩分かあるいはそれ以下の塩分で形成した休眠胞子の細胞幅は平均で16
μmと相対的に大きかった（Fig．2．5D）。塩分条件によって形成する休眠胞
子のサイズが異なるということは興味深いが，その理由は明らかではない。
　塩分の異なる条件下での，栄養消費と休眠胞子形成過程との関係を調べるため
に，相模湾で普通に見られる塩分（34．5）と，この珪藻の胞子形成が最も活発で
あった塩分（42．7）で窒素制限培地によるバッチ培養を行った（Fig．2．6）。
その結果，高塩分条件では硝酸塩の枯渇に伴い急速な休眠胞子形成が見られ，休
眠胞子は最大1．7×104cells　m1－1にまで増えた。一方，塩分34．5の培養系では硝
酸塩の枯渇後も胞子形成は不活発であり，休眠胞子は103cells　m1－1にとどまっ
た。増殖曲線からわかるように，高塩分条件での休眠胞子の形成速度は，通常の
塩分のときの栄養増殖に匹敵する大きさであった。
　高塩分条件で形成した休眠胞子を通常の塩分で調製したU2培養液に接種し，2
00C，で100μμEm－2s＝1，14L：10Dの条件下で培養したところ，発芽・増殖
が確認された（データは示していない）。この休眠胞子はさらに高い塩分にも耐
え，塩分50．4で10日間という過酷な環境条件でも生き残ることも確認された。
　以上の実験結果から，高塩分条件と窒素欠乏の組み合わせが，珪藻α．
飢αsごo〃20s伽sの休眠胞子形成を効果的に誘導する因子であることが分かった。こ
のことは，この珪藻が高塩分海域での窒素欠乏という過酷な環境下に対する適応
能力を持っていることを示唆している。しかし実際にこの珪藻が高塩分海域（地
中海や紅海，アラビア湾など）に分布し，窒素欠乏に伴って胞子形成を行ってい
るかどうかは不明である。
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2．4　まとめ
　本章では珪藻の休眠胞子の代謝物質含量・組成の測定に先立ち，培養が比較的
容易であり，胞子形成を行いやすい珪藻種を明らかにすることを試みた。その結
果，C加εホOCεrOS　PSε漏OC雄V醜嬬が培養実験に適している珪藻であると判断され
た。
　また，副次的ではあるが，高塩分と窒素欠乏により休眠胞子を形成する珪藻，
Cん傭ocε70s　α照s‘o規osαπ3の存在が明らかになった。このような種の存在は，珪
藻の環境への適応能力の広いことを示していることから，胞子形成が栄養欠乏に
対する生活史応答であるという従来の考え方を見直す必要がある。
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第3章　珪藻細胞中の光合成色素とヌクレオチドの分析法の確立
3．1　はじめに
　細胞内の生化学成分の組成は生物の種類により大きく異なっている。例えば，
緑藻，鞭毛藻，珪藻では，それぞれの分類群に含まれる光合成色素の種類，組成
も異なっていることが知られている（千原・西澤1979）。ChLα　を始めとした
生化学成分の多くは極めて不安定であり，分解しやすい。これらの物質の分解の
しやすさは，実験条件は勿論のことながら，生体内の酵素活性にも強く支配され
るが，酵素活性は生物の種や細胞の生理状態によってもまた大きく異なる。この
　ノような事情から，生体内の生化学成分の正確な分析を行うためには，対象とする
生物と定量する物質に対して理想的な分析方法を確立することが望ましい。
　そこで本章では珪藻G彪．PSεμ40Cμ醜SαμSの光合成色素とヌクレオチド類を
HPLCを用いて分析する場合の最も適した分析条件について検討し，簡便な操作
で迅速に分析できる方法の確立を試みた。
3．2　材料と方法
1）　試薬・標準物質＊
　分析に用いる試薬は原則として∫IS特級の規格を満たすものとした。HPLC分
析にはHPLCグレードの試薬を用いた。メタノール，アセトン，アセトニトリ
ル，テトラブチルアンモニウムヒドロキシド，酢酸アンモニウム，リン酸一ナト
リウム，UDP，UDP－glucose（UDPG）は和光純薬（大阪）の製品，ATP，ADP，
AMP，NADP＋，NADPHは（株）オリエンタル酵母の製品，またChl，α，
ADP－91ucose（ADPG）はSigma社の製品を用いた。
＊
略号は以下の通り。ADP二adenosine5’一diphosphate，ADPG：adenosine5’一diphosphate　gluoose，AMP＝adenosine5
Lmonophosphate，ATP二adenosine5Ltriphospkate・NADP＋：蹴圭cot1namide　adenin　dinuclootide　phosphate（酸化型）・NADpH；
niootina加de　ade血dinucleotide　phosphate（還元型），UDp：uridine5Ldiphosphate，UDpG：u【idine51－diphosphate　glucose，
UTP：uridine51－tfiph・sphate
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　Chl・01＋62，Fucoxanthinについては，褐藻3α78α5sμ“27∫ng8014∫αnμ，n　HARVEY
のアセトン抽出物よりHPLC法で分取したものを標準試料とした。
Diadinoxanthh1とDiatoxanthinは標準物質として使用する量を入手・調製するこ
とが困難であったので，以下の手順により吸光係数を求め，定量に用いるデータ
とした。まず，Ch．p5εμ40c脚∫3伽sの栄養細胞から光合成色素をアセトンで抽
出した。この抽出物からDiadinoxanthinとDiatoxanthinをHpLC法で（ごく微量）
分取した。分取試料を窒素気流下で5～10μ1まで濃縮し，超ミクロ石英セルを
用いてこれらの色素の吸光スペクトルを測定した。このデータを用いて，
Bidigare（1991）が示した吸光係数との比較により436nmの吸光係数を算出した。
このようにして求めた吸光係数を定量に使用した（Fig．3．1）。
　’
2）機器構成
　HPLC分析システムのダイアグラムをFlg．3。2に示した。このシステムはカラ
ム，カラムオーブン，検出器以外は全て共通であり，対象物質によりカラムを交
換して使用した。HPLCポンプはL－6000（日立）にレオダイン製サンプルイン
ジ土クター（モデル7125）を装着したものを用いた。また，ヌクレオチドの分析
にはカラムオーブン655A－52（日立）を用いた。ヌクレオチドには紫外線分光光
度計（UVIDEC一皿，日本分光），色素分析には可視分光光度計（UV－140－01，
島津製作所）をそれぞれピーク検出に使用した。ピーク面積の計算にはD－250
0型クロマトインテグレーター（日立）を用いた。
3）色素分析
　逆相HPLC法による色素分析のフローシートをFig．3．3に示す。本分析法は
Suzuki　et　al．（1993）の方法をベースにして，W砲ht　et　aL（1991）を参考にしなが
ら，多少の改良を加えた。分析手順は以下の通りである。
　珪藻を含む培養液約200m1をグラスファイバーフィルター（GFIC）を用いて
減圧濾過し，珪藻を．GFIC上に集めた。濾過終了後，5秒以内に氷で冷却した乳
鉢中の100％アセトンにこのGFICを浸し，直ちにすり潰した。破砕したGFICを
アセトンで遠沈管に洗い込み，遠心分離した（3000rpmで4分間）。生じた上澄
み液をHPLC分析に供した。HPLC分析は以下の手順で行った：サンプル20μZ
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Culture media (ca, 50 - 200 ml) 
l 
Filtration by gentle suction 
(GF/C, 24 mm diameter) 
Grinding within 5 seconds with 
absolute acetone (2 ml) in a mortar 
placed on crushed ice 
l 
Extraction (more than 12 hrs at -20'C) 
l 
Centrifugation Precipitate 
(3000 rpm, 4 min) 
l 
~upernatant 
HPLC analysis (injection voiume: 20 pl) 
Stepwise elution 
Merck LiChrosphere (4.6 mm l.D., 150 mm long, 
5,Im particle siz'e) 
Detection at 436 nm (Shimadzu UV-140-01) 
Stepwise elution program is as follows: 
Solvent I MeOH:Buffer 80:20, 2 min 
Solvent 2 MeOH:Buffcr 95: 5, 2 min 
Solvent 3 MeOH:Acetonc9a:10, 5 min 
Solvent 4 MeOH:Acetone60:40, 15 min 
(Buffer: aqueous solution oi' ammonium acetate, pH = 7.2) 
Figure 3 .3. Modified HPLC method for the analysis of chlorophylls and 
carotenoids from marine diatoms 
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をC－18カラム（LiChrosphere　RP－100－18－5）に注入し，メタノールー酢酸アン
モニウム緩衝液（80：20）2．0分，メタノールー酢酸アンモニウム緩衝液（95：5）
2．0分，メタノールーアセトン（90：10）5．0分，メタノールーアセトン（60：40）
16分の順序で溶出した。溶出速度は1ml　min臼虚1に設定した。各々の色素のピー
クの検出は吸光波長436nmで行った。
　光合成色素の同定は以下の方法で行った。まず，各々のピークに相当する色素
成分を分取して窒素気流下で濃縮乾固した。これらの色素を個別に5－10μ’のア
セトンに溶解し，超ミクロ石英セルを用いて吸収スペクトルを測定した。この吸
収スペクトルとHPLCの保持時間（標準物質がない試料については溶出順位）
により各色素成分を同定した。同定用の色素の吸収スペクトルと溶出順位のデー
　　ノタとしてWright　et　aL（1991）を用いた。
4）ヌクレオチド分析
　分析法の手順はFig．3．4に示した。まず培養珪藻の試料1000m1をグラスファ
イバーフィルター（GFIC）で濾過し，珪藻をGFIC上に集めた。濾過終了後，5
秒以内に氷で冷却した乳鉢に入れた0．5Mトリクロロ酢酸水溶液にGF／Cを浸し，
直ちにすり潰すことによりヌクレオチドを抽出した。抽出時間は5分とした。こ
の試料を直ちに遠心分離（4000rpmで2分間）し，上澄み液1m1に対して四塩
化炭素一トリオクチルアミン溶液（1＝4，v／v）0，9m1を加え，冷却しながら緩
やかに混合した。再び遠心分離（4000rpmで20秒間，ローターは手で止める）
し，上層の水相を直ちにHPLC分析に供した。HPLC分析は以下の方法で行っ
た：サンプル20μ1をC－18カラム（lne丘si10DS－2，6mmID，250mm　L）に
注入し，リン酸緩衝液による単一相溶出を行った。緩衝液の組成はリン酸1ナト
リウム0．140M，アセトニトリル10％，テトラブチルアンモニウムヒドロキシ
ド5mMである。緩衝液のpH　は2．5M水酸化ナトリウム溶液で6。0に調整した。
HPLCの流速は0．7ml　min－1とし，保持時間の安定化とピークのシャープネスの
維持のためにカラム温度は45。Cに保持した。各ヌクレオチドの検出は紫外分光
光度計（日本分光，UVIDEC100－III）で吸収波長254nmで行った。
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Cuiture media (ca. 100 - 2000 ml) 
[ 
Fiitration by gentle suction 
(GF/C, 47 mm diameter) 
Grinding within 5 seconds with 3 ml of 
0.5M TCA (trich[croacetic acid) in a mortar 
placed on crushed ice 
l 
Extraction (5 min at O'C) 
l 
Centrif ugation Preci pitate 
(4000 rpm, 4 min) 
.l 
Supernatant (1 .C ml) 
<--- trioctylamlrle-carbon tetrachlcride mixture (1 :4, v/v) 0.9 ml 
Neutra[ization qf TCA (Mixed gently) 
l 
Centrifugation (4000 rpm, I min)-Lower layer (organic phase contained TCA) 
Supernatant (contained nucleotides) 
HPLC analysis ([nject[on vo[ume: 20 pl) 
Isocratic elution (at 45'C in a column oven) 
Inertsil ODS-2 (6 mm l.D., 250 mm long, 5,Jm 
particle size + 4.6 mm l.D., 50 mm long guard 
column) 
Detection at 254 nm (Jasco UVIDEC-1 O0-lll) 
Components of phosphatc buffer for isocratic elution is as follows: 
NaH2P04 0.140M 
TBAH 5mM (TBAH: tetrabutylammonium hydroxide, ion pair reagent) 
MeCN I O olo pH 6.0 
Figure 3.4. Modified mcthod for the determination ofnucleotides from marine diatoms 
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3．3　結果と考察
3．3．1　光合成色素の分析
1）逆相HPLC法による光合成色素のクロマトグラム
　本分析法によるCんPSεμ40Cμ漉3ε砺の栄養細胞のアセトン抽出物の分析結果
（クロマトグラム）と各ピークに相当する色素成分の吸光スペクトルをFig．3。
5に示す。珪藻の主要な色素成分であるChl．α，Chl，01＋62，Fucoxanthin，．
D1adinoxanthin，Diatoxanthin，　β一caroteneと，異性体のcな一Fucoxanthin，分解
産物と考えられるPhaeophOlbideα様物質が全てべ一スラインから分離されてい
　　まることがクロマトグラムより明らかである。HPLCによる分離時間は25分以内
であり，各ピークのシャープネスもよいことから，本法はこの珪藻の光合成色素
の簡便な分離・分析方法として適しているといえる。
　しかしながら，ピーク1のPhaeophorbideα様物質の存在（Fig。3。5）は，色
素抽出時にChl．σあ分解が起こっていることを示しており，Chl．αの定量値が過
小評価される可能性が考えられる。同様の現象は3たε’ε‘onε〃2α　cos観研2（Suzuki
andF国it貧1986・JeffreyandHallegraeff1987）・Ch蜘6ε7・s＊（」ef丘eyand
Hallegraeff1987）について知られており，HPLCによるChLαの分析の困難なこ
とが指摘されている。そこでPhaeophorbidcα様物質の生成の抑制方法について
検討を加えた。
2）無傷葉緑体の分離方法の応用
　Chl．αの分解は主にクロロフィラーゼによる脱フィトール反応と，細胞内酸性
物質による脱Mg反応が原因と思われる。そこで珪藻細胞をクラス1葉緑体分離
用の分離液により洗浄し，チラコイド膜と液胞の接触反応をできるだけ抑えるこ
とを試みた。純アセトンはクロロフィラーゼ活性を抑える働きのあることが知ら
れており（Jeffrey1974，Riper　et　a1．1979），また，予備実験で検討したDME
メタノール，含水アセトン，メタノールーアセトン混合溶媒，メチルエチルケト
＊α’αεfoce703嫉η既C1罵focε705ゴ卯c’！らCみ醐ocσ03叩・
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Table3，L　Pigments　extraction　methods　tested　forのααocε70s・
PSεμ400脚∫Sε敵S．
TreatmcntAlr　Cell　washing
　　　　media
Chromatogram
A
B
C
D
E
F
G
H
I
PS1）
NP2）
PS
PS
NP
PS
PS
PS
PS
seawater
JB3）
JB
JB（80。C）
NB4）
seawater
JB（pH75）
JB（pH8。0）
JB（pH85）
fig3．6A
fig3。6B
fig3．6C
fig3。6D
flg3．6E
fig3，7A
fig3．7B
fig3．7C
fig3。7D
1）passed
2）not　passed
3）∫enscn－Bassham（1966）
4）Nakatani－Barber（1977）
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　ンと比較しても色素の抽出性・安定性の観点から純アセトンが優れていたので，
抽出溶媒は純アセトンに統一した。
　検討した処理方法をTable3．1に，得られたクロマトグラムをFig．3．6に示す。
Fig．3。6BはJensen－Bassham（1966）の葉緑体分離液で珪藻細胞を保護し，フィル
　ターに空気を通さずに藻体を収穫した場合の分析結果である。HPLCのクロマ
　トグラム上の8分付近に大きなphaeophorbideα様のピークが確認され，Chl4が
分解していることを示している。Phacophorbideα様物質のピークは同じ葉緑体
分離液でフィルターに空気を通過させたケースでも見られた（Fig。3．6c）。こ
れらの結果から，Jensen－Basshamの葉緑体分離液を用いる方法では，Ch1．α　の
分解を抑えることは不可能であることが分かった。
　　グラス1葉緑体分離液として知られているNakatani　and　Barber（1977）の分離液
　についても同様の検討を行ったが，やはりCh歪．αの分解は著しく，色素抽出の前
処理として不適当であった（Fig。3。6E）。
　Phaeophorbideαの生成にはクロロフィラーゼの作用が不可欠であると考えら
れる。したがって「 色素抽出時にこの酵素の活性を抑えることができれば
phaeophorbideαの生成を最小限にできると思われる。そこで，Jensen－Bassham
の分離液を80。Cに加熱し，この溶液をフィルターに注ぎ，濾過する（5秒間）
　ことにより珪藻細胞内の酵素を熱により失活させることを試みた（Fig。3．6D）。
　この処理でえられたクロマトグラムを見ると，Ch1．α　のピークは小さく，逆に
Phaeophorbideα様物質のピークは大きくなっている。溶出時間4分付近に分解生
成物と思われる成分不明のピークも生じており，またさらにFucoxanthinを始め
　としたXanthophyllのピークも小さくなっている。したがって熱処理も適当でな
　いことがわかった。
　Mgの脱離の防止の観点から，Jensen－Basshamの葉緑体分離液を用い，その
辱pHを7．5から8．5の間で変化させて分析を試みたが，いずれの方法でもChl4　の
分解とPhaeophorbideα様物質の生成とXanthophyll類のピークの低下が認められ
　た（Fig。3．7A－D）。
　　これらの実験結果から，葉緑体分離液を用いても，Ch。ρsε躍ocκ7v∫s伽s細胞
のクロロフィルの分解を抑えることはできないといえる。また，これらの葉緑体
分離液がXanthophyll色素の分解を引き起こすことを考えると，HPLC法の前処
＿39＿
理としては葉緑体分離液は使用しない方がよいと考えられる。
　以上のように，この珪藻のChl．αは極めて早く分解するので，HPLCによる分
離定量は困難である。したがって，この珪藻のChl．αは，アセトン抽出物を直接
分光光度法（Jef加y　and　Humphrey1975）で定量してChLα関連化合物の合計と
して測定する方法が適していると考えられる（Jeffrey　and　Hallegraeff1987）。そ
こで本研究では，クロロフィル色素は吸光光度法により定量することとした。
3）分析精度
　各光合成色素の検量線をFig。3．8に示す。chl．α，chLc1＋02，
Fucoxanthinについて直線性のよい検量線が得られており，それぞれの回帰直線
の柑関係数は高い。化学的にFucoxanthinに類似した構造を持つDiadinoxanthin
とDiatoxanthh1についても，検量線には同様の直線性があるものと思われる。
　色素の検出は436㎜の一波長で行っているので，同じ波長で既知の吸光度を
持つ試料をインジェクトすれば，得られるピーク面積は常に一義的に決まる。そ
こで，オオバモクから分離精製したFucoxanthinとChl．c1＋c2をアセトンに溶
かし，吸光度を測定した後にHPLCで分析し，吸光度とピーク面積の関係（レ
スポンスファクター）を求めた（Fig。3．8）。いずれの点も回帰直線から外れ
ることなく，良好な直線性を保っている。したがって，この直線関係を用いれば
いずれの光合成色素も，ピーク面積から吸光度に換算でき，既知の吸光係数を用
いて定量することができる。
　培養珪藻を試料とした場合の繰り返し再現性をTable　3．2に示す。各光合成色
素のピークの保持時間の再現性は良く，また，ピーク面積再現性もXanthophyll
については4％以下であり定量精度はよいといえる。クロロフィル類のピーク面
積再現性はXanthophyll類に比べてよくないが，これは試料に混在するクロロフ
ィラーゼによる分解の影響を受けたものと思われる。
　以上の結果から，Ch．psθμ40cμ醜sε傭の光合成色素のHPLC分析法が確立さ
れたものと判断した。
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Table 3.2. Reproducibility of determination of chlorophyllous and xantho-
phyll pigments. Pigments were extracted from cultured Chaetoceros 
pseudocurvisetus with absolute acetone, separated by HPLC, and peak 
areas in chromatograms were measured (n=3). 
Pigment Retention time 
(mean:ts.d.) 
Relative standard 
error of peak area (%) 
fucoxanthin 
diadinoxanthin 
diatoxanthin 
chlorophyll a 
chlorophyll c 
9.70j:0.02 
l0.85:t0.02 
IL65:t0.06 
l 5 ,92:t0.02 
8.78t0.04 
1.1 
2.6 
3.7 
6.0 
28 
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3．3．2　珪藻細胞中のヌクレオチドの分析
1）　溶出溶媒の検討
　UV吸収を用いて検出できるヌクレオチドのうち，植物の代謝成分として重要
なAMP，ADP，ATP，ADPG，NADP＋，UDP，UTP，UDPGの分離定量をめざし
た（NADPHはFig．3。11に示したようにTcA抽出時に分解するので，重要な代
謝物質ではあるが除外した）。
　まず上記のヌクレオチド混合物（インジェクト量40pmol）を標準試料とし
て溶出溶媒を検討し，最も分離に適している溶媒組成を探した。逆相クロマト法
によるヌクレオチドの分析においては，メタノールーリン酸緩衝液一テトラブチ
　ヌルアンモニウム系イオンペア剤の組み合わせが広く用いられている（例えば
Moal　et　al．1989，Walker　et　a1．1986）。そこでカラムInertsi10DS－2に対する溶
媒としてメタノールーリン酸緩衝液一テトラブチルアンモニウムヒドロキシドの
組み合わせで標準試料の分離を試みた。
　この溶媒系における最適分離クロマトグラムをFig・3．9（A）に示す。クロマト
グラムからわかるように，このメタノール系溶媒ではAMP，NADP＋，UDPが同
時に溶離しており，全く分離できていない。ADP，ADPG，UTP　についても分
離は不完全である。このようなヌクレオチドの同時溶出は，メタノールとリン酸
緩衝液をどのような比率で組み合わせても起こり，また，pHのコントロールに
よっても標準物質のベースライン分離はできなかった。
　そこで溶離液をメタノール系からアセトニトリルーリン酸緩衝液一テトラブチ
ルアンモニウムヒドロキシドの組成に切り替え，分離条件を検討したところ，ア
セトニトリル10％，テトラブチルアンモニウムヒドロキシド5mM，リン酸一ナ
トリウム140mMの組成を持つ溶媒を水酸化ナトリウム（2．5M）でpH＝6。0に
調整した溶離液が最も分析に適していることが分かった。この溶離液を用いたク
ロマトグラムをFig．3。9（B）に示す。標準試料8種は全てベースラインから分離
されており，かつピークのシャープネスも良く，分析時間もインジェクト時から
30分以内に収まっている。以後はこの溶媒組成を用いて実験した。
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2）　トリクロロ酢酸（TCA）抽出物の中和法の検討　　　　　　　　　一　　，
　トリクロロ酢酸（TCA）は生物体からのヌクレオチドの抽出に広く用いられ
ている。しかし，この酸抽出物はそのままHPLCに導入することはできない。
抽出物中のTCA　がHPLCカラムの劣化を早め，また，試料のpH条件の変化が
溶出成分の保持時間の変化を引き起こすからである。したがってTCA抽出物は
HPLCへ導入する前に中和する必要がある。TCA　の中和は強アルカリで行われ
ているが，操作の煩雑さに加えて，中和過程での試料の希釈，ヌクレオチドの分
解が生じることが知られている（Moal　et　al．1989）。そこで本研究では強アル
カリを用いない，第三アミンによる中和法について検討した。この方法は過去に
Khym（1975）により試みられており，ここではそれを応用した。この中和方法の
操作手順は，TCA抽出物に有機溶媒に溶解した第三アミンを計算量加えて振り
混ぜるだけであり，極めて簡便である。中和反応式は以下のように表される。
R3N　÷　HA→　［R3NH］＋A一
この反応で生じる塩の分配性を利用して，アミンと酸から生じた塩を有機相に抽
出し，ヌクレオチドを水相に残すことができれば試料の希釈を伴わずにTCAの
中和を行うことができる。Khym（1975）は有機相にフロン113を用い，第三アミ
ンは水への溶解度が極めて低いトリオクチルアミンを用いてTCAの中和に成功
している。しかし現在では，フロン113は特定フロンに分類されており，環境に
与える影響が好ましくないために，生産・使用ともに中止の方向に向かっている。
そこで，第三アミンはトリオクチルアミンとし，抽出溶媒としてフロン113の代
わりにジクロロメタンと四塩化炭素が使用可能かどうかを検討した。
　検討結果をFig．3．10に示す。ジクロロメタンではADPとATpの有機相への
分配が起こっており，回収率はそれぞれ36．2，0．0％であった。一方，抽出溶媒
に四塩化炭素を用いた場合はいずれのヌクレオチドの回収率も96％以上であった。
したがって，トリオクチルアミンー四塩化炭素溶液を用れば，簡便でしかも試料
の希釈を伴わないTCAの中和ができることがわかった。
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3）分析精度および試料の分析
　以上の検討結果から，TCA抽出，トリオクチルアミンー四塩化炭素中和，ア
セトニトリルーリン酸緩衝液一テトラブチルアンモニウムヒドロキシド系溶媒に
よる分析方法を最終的なものとした（Fig。3護）。この方法は単一相溶出のた
め，分析の再現性は非常に良く，どの標準試料においても保持時間の標準偏差は
0。02分以内であった（Table3。3）。これらのヌクレオチドの検量線をFig．3．12
に示したが，32pmolから800pmo1の範囲においていずれの成分も非常によい直
線性を持っている。ピーク面積の繰り返し再現性は40pmolレベルで4％以内程
度であり，高い再現性を持っている（Table3．3）。検出限界はベースラインの
安定性に依存するが，アデニンヌクレオチド類（AMP，ADP，ATP）でおよそ2
　　ノ～6pmol程度であった。
　珪藻試料と標準物質のクロマトグラムをFig。3．13に示してある。珪藻試料中
のADP，ADPG，ATP，UDP，UTPのベースライン分離が確認できる。一方，
UDPG，NADP＋　は複数のピークに埋もれていた。UDPGについてはそのピーク
の形状から，あるバイアス値を持つものの定量は可能であるが，NADP＋は未同
定物質とピークがほぼ重なっており，分離同定は困難であった。
　以上の結果から，十分な感度と精度を持ち，しかも簡便な珪藻試料中のヌクレ
オチドのHPLC分析法が確立されたと判断した。
48
Table 3.3. Reproducibility of determination of (di)nucleotides. Nucleo-
tides were injected as mixed solution. Injected amount of each nucleotide 
was 40 pmol (n = 5). 
Nucleotides Retention time 
(meants.d.) 
Relative standard 
error of peak area (%) 
AMP 
UDPG 
NADP+ 
UDP 
ADPG 
ADP 
UTP 
ATP 
10.40:t0.00 
11.24:t0.00 
11.86:t0.01 
12.71:t0.00 
13.50:t0.01 
15.40t0.00 
l 9.72:t0.01 
25.27t0.02 
0.54 
0.82 
0.85 
1.83 
2.27 
2.32 
3.78 
2.97 
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3．4　まとめ
珪藻Ch．psεμ40cμ7v∫s伽sを試料として，光合成色素とヌクレオチドの分析法
の確立を試みたところ，以下の結果を得た。
光合成色素分析法の検討
1）単純なステップワイズ溶出で珪藻の主要光合成色素8種の分離が達成された。
2）通常の色素抽出法では，HPLC法によるC益1．αの定量分析は困難である。
3）Xanthophyl1についてはアセトン抽出一HPLC分析で定量可能である。
　ノ4）Chl．αの定量については，アセトン抽出一吸光光度法が現実的と思われる。
ヌクレオチド分析法の検討
1）TCA抽出一第三アミン中和法が前処理として適していた。
2）イオンペアー逆相クロマトグラフ法において，最適な溶媒を検討したところ，
　単一相溶出により，極性が近接した8種のヌクレオチドのベースライン分離
　が可能になった。
＿52＿
第4章休眠胞子形成に伴う細胞内りン組成の変化
4．1　はじめに
　リン酸は生命活動にとってきわめて重要な化合物の一つである。環境水中のリ
ン酸は植物プランクトンに積極的に取り込まれ，高濃度に濃縮される。即ち，海
洋におけるリン酸濃度は通常は1μM以下であるが，植物プランクトン細胞内
のリン酸濃度は数10mMにも達する（Miyata　et　al．1986）。
　植物プランクトンに取り込まれたリン酸は核酸，糖リン酸，ヌクレオチド，リ
ンタンパク，リン脂質などのさまざまなリン酸化合物に変換され，タンパク合成，
　　ノ遺伝，光合成，窒素固定などの無数の生命過程の様々な局面において極めて重要
な役割を果たしている。これらのリン酸化合物の細胞内濃度ほ細胞の生理状態に
よって様々に変化することが知られており（Sawada　et　al．1989，Sawada1990，
臼田1995），とりわけ細胞の休眠の解除とリン酸化合物の代謝は密接に関係し
ていることが指摘されている（HaUandHodges1966，Mukheゆetal．1971，藤
伊1975）。例えば，陸上植物を用いた研究によれば，休眠の解除によって細胞
内の貯蔵リン酸（フィチン）の濃度が低下してゆく一方で，可溶性リン酸とオル
トリン酸の濃度が上昇してゆく現象が観察されている（Hall　and　Hodges1966）。
このようなことから，増殖が抑制されている細胞とみなされている休眠胞子と，
活発に増殖している栄養細胞との間では，細胞内リン化合物の組成に違いのある
ことが予想されるので，この差異を詳しく調べることによって細胞内リン代謝の
観点から休眠胞子の生理的特性が明らかにされるものと期待される。
　そこで本章では窒素制限，リン制限，栄養制限なしの条件下で珪藻を培養し，
対数増殖期と定常期，あるいは休眠胞子優占期に細胞内リン化合物を分画法によ
り測定し，休眠胞子形成過程とそれに伴うリン組成の変化について調べることに
した。これら一連の実験の結果から胞子形成に伴う細胞内リン代謝の変化につい
て考察した。
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4．2　材料と方法
1）培養実験方法
　実験手順をFig．4．1に示す。培養には5．51のポリカーボネート製ボトルを用
いた。培養系はそれぞれの栄養条件につき2本用意した。様々な栄養条件下にお
ける休眠胞子中のリン組成を測定するために，栄養塩類の初期濃度と比率・は以
下のように設定した（単位μM）。
1）窒素制限培養系　N：p：Siニ12：10：170
2）リン制限培養系　N：p：si＝120：2：170
3）栄養過剰培養系　N：P＝si＝120：10：170
　金属混合液とビタミン類の組成・濃度はf／2に相当する量とした（Guillard
and　Ryther1962）。培養温度は21±1。Cとし，明暗周期は14L：10Dとした。
光強度は白色蛍光灯により150－200μEm－2s　dに調節した。光量子はLI＿Cor
Modcl　LI－185光量子計に400－700nm無指向性センサーを装着して測定した。
　Cん。p5ε躍oc房7visε‘μsの前培養は700m1の班0培養液（U2の5倍希釈培養液）
を入れた11のポリカーボネートの三角フラスコを用いて行った。この前培養の
対数増殖期の細胞を初期細胞濃度が530cells　m〆になるように各栄養条件の培
養系に接種した。維持培養中にはバクテリアは確認されなかったが，培養実験は
開放系で操作したので各培養系は無菌にはなっていないものと思われる。
　珪藻と栄養塩濃度を均一にするために，培養ボトルは試料採取の前に緩やかに
振とうした。細胞計数と栄養塩測定のための試料は24±0．5時間の間隔で採取し
た。リン組成分析のための試料は接種後3，6，m日後に採取した。細胞計数用の
試料はすべてグルタルアルデヒドで最終濃度が2．5％になるように加えて固定し，
Sedgwick－Ra丘erチャンバーを用いて倒立顕微鏡で計数した。誤差を10％以内に
維持するために最小でも200，通常は500から1000の細胞を計数した（Lund　et　a1．
1958）。比増殖速度・休眠胞子形成速度は，増殖曲線の対数増殖期の直線部分
＊本論文では珪藻試料採取時までに栄養塩類が枯渇しないような培養系を，栄養過剰培養系と定義する。この培養系の栄
養塩濃度は，春期相模湾表層水の10～20倍の濃度にあたる。
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の栄養細胞数または休眠胞子数と時間（増殖期間）から計算＊した。
　窒素・リン・ケイ素の細胞含量は栄養塩類の消費量と細胞数の増加から見積も
った。この見積もり値は，各元素の一部が細胞から排出される場合には過大評価
となる。しかし，溶存有機窒素のような細胞外栄養物質の排出は3種の大型海産
珪藻のバッチ培養実験において無視できることが知られており（Goldman　et　a1．
1992），また，予備実験でC肋εご・cε703psε躍ocμ7v∫s伽sの細胞外への有機窒素・
リンの排出が様々・な栄養条件下のバッチ培養において無視できる量であることも
確認したので（培養期間10日未満），栄養消費と細胞数から見積もられる細胞含
量は細胞内の栄養畜積量と等しいとみなした。
　～
2〉測定項目及び分析法
　培養液の一部をグラスファイバーフィルター（Whatman　GFIC）で穏やかに吸
引濾過し，濾液を溶存態硝酸塩と反応性リン酸の測定に用いた。濾過過程でのフ
ィルターからの珪酸の溶出を避けるために，珪酸測定用の試料はセルロースフィ
ルター（Advantec　No．6）を用いて濾過した。濾液中の硝酸塩はStrickland　and
Parsons（1968），リン酸はMurphy　and　Riley（1962）をKoroleff（1983）が改変した
モリブデンブルー法，珪酸はSugawara（1969）のモリブデンイエロー法で測定し
た。GF／C上に集められた珪藻試料はクロロフィル濃度とリン化合物組成の分析
に用いた。
　代謝物質の組成や含量は光条件の影響を受けて変化することが考えられるので，
リン組成分析用の試料はすべて光照射9－10時間の範囲内で収穫した。GFIC上に
集められた全ての珪藻試料は直ちに凍結し，分析時まで一35。Cで保存した。
Chl．4は吸光光度法（Strickland　and　Parsons1972）により分析した。細胞内リン
はMiyata　and　Hattori（1986）により報告されている連続抽出法により，オルトリ
ン酸，核酸，ヌクレオチドリン，糖リン酸，酸可溶性ポリリン酸，脂質リン，酸
不溶性ポリリン酸，タンパク様リンの8つに分画した（Fig．4．2）。
＊μ（day－1）＝（lnNt＋1－1nNt）
但し，Ntはt日目における細胞密度
＿56＿
Phytoplankton sample on a 
GF/C filter 
Suspended in 3% NaC1, 
and homogenized at O'C 
TPA - - - - - - homogenate (Total phytoplankton P) Exposed to 5% TCA ' at O ~C, TPB ･ - - - - - - I precipitate for 30 min and for 15 min 
supernatant --
(Acid soluble P) 
Neutralized with Treated with 95% 2. 5N NaOll, and ethanol at OPC for adosorbed on charcoal 60 min, at O ~C, for 60 min and with ethanol-ether(1:1), twice, TPC -------- at 60 PC for 3 min ads. su p. (Nucleotide- (NUC Ieotide P free acid- = TPB - TPC ) soluble P) 
PiA Heated at 100"C in the ,j(Ortho P) presence of O. 12N sul-
furic acid includi.ng 
O. 3% nitric acid for 
60 mi.n 
PiB -------- sol. -----･ TPD ppt. sup. '-(1.i pid (Acid-solub].e Poly-P = PiB PIA) Ileated at 100~C in the (Sugar P = TPC - PiB) presence of O. 12N sul-furic acid including 
O. 3% nitric acid for 
60 min 
TPE ---- ------- TPF - -- PiC - -  (Residual P) 
(Acid-insoluble Poly P = (PiC - O. 15TPE)/O. 85) 
(Nucleic acid P = (TPE - PiO/O. 85) 
* TCA : trichloroacetic acid 
P) 
Figure 4. 2. A flow sheet of fractionation of cultures diatom phospho-
rus. TP's and Pi's are total phosphorus and orthophosphate in the indicated 
fractions respectively. (after Miyata and Hattori 1986) 
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　各フラクション中の全リンの測定はMenzel　and　Corwin（1965）の方法をわずか
に改変して測定した。即ち，2．5m1の3．0％過硫酸カリウム溶液と5．O　m！の試
・料溶液の混合物を120。Cで60分間のオートクレーブ処理を施し，得られたオル
トリン酸を上述の方法で測定した。全ての結果は2回の実験の平均値として表示
した。
4．3　結果と考察
1）　栄養増殖と休眠胞子形成
　ノ各培養系の増殖の様子は対数増殖期と定常期の2つの相に分けられる（Fig．4．
3）。栄養過剰の条件では，珪藻細胞は培養4日目頃まで対数的に増え，培養10日
目には5．4×104cells　mZ一・1に達した。この栄養条件では実験期間を通して終始栄
養細胞が優占していたが，休眠胞子も対数増殖期の終わりから増え始め，’実験終
了時には全細胞数の34％になっていた。このことは，栄養過剰培養系にも休眠胞
子形成を誘導する因子が存在することを示している。細胞の過剰な増加により，
微量栄養素が枯渇したことが胞子形成の誘導因子となっている可能性も考えられ
るが，詳細は不明である。
　窒素制限培養系では全細胞数は対数増殖期の終わりに3．3×104cells　m1ヨに達
し，培養の終わりまでそのレベルを保っていた。しかし，栄養細胞数は最大細胞
数に到達した後に速やかに減少しはじめ，培養終期には5．7×103cells　mズ1にま
で低下していた。これとは対照的に，休眠胞子の形成は対数増殖期の中頃から活
発に始まり，実験終了時には全細胞数の79％に達した。
　リン制限培養系の全細胞数は対数増殖期の終わりに最大に達し（4．6×104
cells　mr1），この状態は実験終了時まで維持されていた。窒素制限培養系と同
様に栄養細胞は対数増殖期以後に減少したが，休眠胞子数は増加し，培養終期に
は全細胞数の65％を占めていた。この結果からみれば，リン欠乏も休眠胞子形成
の誘導因子として働くことが明らかである。
　対数増殖期初期の比増殖速度は栄養過剰条件で1．2d｝1，窒素制限・リン制限
条件の両方でL4d－1であり，栄養条件の違いによる増殖速度の違いは認められ
＿58＿
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Figure 4. 3 Temporal changes in dcnsltles of total cells (circle), vegeta-
tive cells (triangle), and restlng sporcs (square) in batch culture experi-
ments under various nutrlent conditions. (A) nutrient rcplete; (B) nitrogen 
limitation; (C) phosphorus limitation conditions. 
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なかった。一方，休眠胞子の形成速度は栄養過剰条件で約0，94d－1，リン制限
で1。2d－1，窒素制限で2．1d－1であり，休眠胞子は窒素制限培養系で際立って
すばやく形成するという傾向が認められた。
　窒素制限による休眠胞子形成の誘導現象はC肋6‘OCε70S属のいくつかの種につ
いては広く知られている（例えばHargraves　and　French　1983，French　and
Hargraves1985，Kuwata　and　Takahashi1990）。しかし，本実験に用いた㎝．
PSεμ40Cμ7V’Sε’μ5は溶存珪酸が過剰に存在すれば，窒素欠乏のみならず，リン欠
乏や栄養が十分に存在する条件にあっても胞子形成を行っている。休眠胞子形成
の誘導因子は窒素やリンの欠乏以外にも知られてはいるが（McQuoid　　　and
Hobson1996），栄養過剰な培養条件で胞子形成を行う種は，他にCん，4∫み〃2μsが
知られているのみであり（von　Stosch　et　al．1973），極めて珍しい。α，
αnαs∫o〃10sαnsが窒素欠乏，高塩分条件で胞子形成を行うことが見いだされたよう
に（2章，Oku　and　Kamatani1997），本種も注意の及ばない未知の因子により胞
子形成が誘導されるのかもしれない。あるいは，井上・谷口（1995）が主張して
いるように，個体群維持を有利にするために胞子形成は栄養制限を受ける以前か
ら，この珪藻の内的な機構により始まるのかもしれない。
2〉栄養塩類の同化とその比率
　珪藻による栄養塩の消費パターンはいろいろな栄養条件の間で異なっていた
（Fig。4．4）。栄養過剰な培養液で培養した場合には，珪藻は実験期間を通じ
て栄養塩類を一定の比率で消費した（Fig．4．4A）。窒素制限実験では（Fig．
4．4B），硝酸塩濃度は培養開始後3日で分析の検出限界以下にまで低下してい
た。この培養系では硝酸塩の枯渇に伴いリン酸の消費速度が緩やかになり，実験
終了時でもリン酸濃度は容易に測定可能なレベルで培養液中に残存していた。こ
れらとは対照的に珪酸は硝酸塩が枯渇した直後の培養3日目から6日目の間で急
速に消費されていた。この期間は休眠胞子が急速に増加している時期によく対応
していた（Fig・4．3）。
　リン制限培養系では，リン酸は培養4日目で枯渇したが（Fig．4．4c），硝酸
塩の消費はその後も緩やかながら継続していた。珪酸の消費は培養3～6日目が
最も活発であったが，この時期は休眠胞子の形成時期と一致しているので，消費
一61＿
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された珪酸は休眠胞子の厚い珪酸の被殻の形成に利用されているものと考えられ
る。
　細胞に取り込まれた栄養塩の比（N／P，S迎，SシN）を培養液からの消費量か
ら計算してみた。S圭ノNとSi／P比の両方は対数増殖期では減少しているが，定常
期の初期に増加し，それ以後一定の値を保っていた。培養終了時点で，Si／N比
は以下の順で減少していた：窒素制限（8。0）＞リン制限（2．4）＞栄養過剰（1．
4）。また，Si／p比は以下の順であった：リン制限（61）〉窒素制限（30）＞
栄養過剰（18）。
　NIP比はSi／NやSi／Pとやや異なる傾向を示していた。リン制限培養系と栄養
過剰培養系ではN／P比は定常期を通して徐々に増加していったが，窒素制限下
でばNIP比は定常期を通じて一定値であった。培養終了時点でのN／P比は以下
の順で減少していた：リン制限（25）〉栄養過剰（13）＞窒素制限（3．7）。栄
養過剰条件下でのこの珪藻の栄養塩の同化モル比はN：P：Siで13：1：17であり，こ
の値は他の珪藻の報告値＊（Si：N＝12：10，Fumas1978，Brzezinski1985，N：P＝
12：1，Harhson　et　aLU977）とよく」致していた。
3）細胞あたりの栄養塩含量
　細胞への栄養塩の取り込み量を培養液からの栄養塩の減少量から見積もり，そ
の結果をFig．4．5に示した。窒素含量は栄養条件により異なったが，定常期で
含量の変化しない傾向はどの培養系でも同じであった（Fig。4．5A）。培養終
了時点での窒素含量は以下の順で減少していた：栄養過剰培養（1．6pmol　celr．
1）＞リン制限培養（1。2pmol　celr1）＞窒素制限培養（0．5pmol　celr1）。
　珪酸含量は全ての実験条件で同様なパターンを示した（Fig．4．5C）。即ち対
数増殖期で減少し，定常期のはじめから増加し，以後一定になった。実験終了時
点での珪酸含量は，窒素制限培養＞リン制限培養＞栄養過剰培養の順であった。
　珪酸含量を各培養系のいろいろな段階での休眠胞子の割合に対してプロットし
たところ，この2つの要素間にはよい正の相関関係が見られた（r2＝0．83，n＝3
0，Fig4．6）　。この関係から，普通に増殖している栄養細胞の珪酸要求量は1．
＊H肛rison　et　a1。（1977）：α昭εfoσθ7034θb’」な，Fumas（1978）：C肋εfo‘ε703α‘押砿μ5，Brzezinski（1985）：20μm以上の海産浮
遊珪藻9種の平均値
＿64＿
3pmol　cclr1，休眠胞子のそれは4．4pmol　celr1に外挿される。このことは，
栄養制限や他の生理的ストレスにより栄養細胞が休眠胞子を形成するときには，
栄養細胞の状態からさらに3pmol　celr1の付加的な珪酸を要求するということ
を示している（但し，この要求量は栄養細胞のサイズによりある範囲で変化する
ものと思われる）。一方，付加的な珪酸が存在しないときには，窒素欠乏条件で
も休眠胞子形成は困難であることがすでに知られている（Kuwata　and　Takahashi
1990）。したがって培養液中に珪酸が過剰に存在してい1ることが，この珪藻の胞
子形成に必要不可欠な条件の一つといえる。
　細胞のリン含量は対数増殖期に減少し，定常期を通して一定値を保った（Fig
4．5B）。この時期の細胞のリン含量は以下の順で減少していた：栄養過剰培養
＞窒素制限培養＞リン制限培養。リン含量の最大値と最小値の差はあまり大きく
なく，0。05pmol　celr1から0．18pmol　cclr1の範囲であった。仮に，リン制限
下で増殖した細胞のリン含量が通常の細胞に対する下限を表し，栄養過剰条件で
増殖した細胞がリン含量の上限を示すものとすれば，この珪藻のリン含量の変動
範囲は高々3倍である。一方，細胞のリン含量は栄養条件によってオーダーの規
模で変動する種も知られている（Mackereth　l953，西島・深見1993）。これら
のことから考えると，リンの蓄積能力は種によって大きく異なると推測される。
休眠の解除期において，貯蔵リンは各種の代謝過程へのリン酸の供給源として非
常に重要な役割を果たしているといわれているので（藤伊1975），胞子形成種の
リン貯蔵能力に関する更なる検討が求められる。
4）細胞内リン組成
　各栄養条件の培養系から，対数増殖期（培養3日目，主に栄養細胞からなる），
定常期の始め（培養6日目），培養終了時（10日目）のそれぞれの時期に細胞を
収穫し，細胞内リン酸を連続抽出法により8画分に分画した。分析結果は以下の
ように要約される（Table4．1）。
　オルトリン酸と核酸は主要なリン化合物であり，細胞当たりの含量は多かった。
ヌクレオチドと脂質リン画分は実験期間を通じて極めて少なかった。ヌクレオチ
ド画分は休眠胞子の増加に伴い細胞当たりの含量が低下する傾向が認められた。
リン制限培養における細胞内オルトリン酸含量は，窒素制限培養や栄養過剰培養
65＿
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のそれと比較して相対的に少なかった。これは，培養液中のリン酸の欠乏により，
細胞内のリン酸プールからの消費が増えたことが原因と思われる。細胞当たりの
糖リン酸含量は相対的に多かったが，他のリン画分と比較して，栄養条件や培養
日数による変動が最も大きかった。即ち，栄養過剰条件では糖リン酸の細胞内含
量は培養期間にかかわらず概ね一定量であったが，窒素制限およびリン制限条件
では休眠胞子の増加にともなって糖リン酸含量が低下する傾向が認められた。酸
可溶性・酸不溶性ポリリン酸はどちらも細胞中の全リンに比較してある一定量を
保った。核酸含量はリン制限培養と栄養過剰培養の両方では実験期間を通して一
定値であったが，窒素制限培養系では対数増殖期よりも定常期の方が核酸含量は
多くなる傾向が認められた。脂質リンとタンパク様リンの細胞内含量はどの栄養
条件でも培養期間を通じて一定レベルを保った。
　生理学的には，リンは3つのカテゴリーに分類することができる。即ち，1）
オルトリンやポリリンのような貯蔵リン，2）核酸やリン脂質のように細胞内構
造物として絶対的に必要不可欠なリン，3）ヌクレオチドや糖リン酸のような無
数の代謝経路と関連したリンである。
　オルトリン酸やポリリン酸は主要な貯蔵リンであり，リン酸過剰の条件下では
細胞内の液胞に大量に蓄えられることが高等植物（Bieleski1968，Bieleski　and
Ferguson1983，Marschner1986）や緑藻（Ketchum1939，Kuenzlcr　and　Ketchum1
962），珪藻の栄養細胞（Crawford1973）で知られている。しかし，リン酸過剰
の条件下で形成したC加αOCε70SρSθμ40C即レ∫S伽3の休眠胞子では，オルトリン酸
やポリリン酸の過剰蓄積は認められなかった。この原因は，休眠胞子形成により
液胞の体積が減少し（Hargraves　and　French1983），オルトリン酸やポリリン酸
の貯蔵場所が限定されていることが原因の一つとして指摘できる。大量の貯蔵リ
ンを持つことができる珪藻種（例えばオs‘ε7∫onε〃α知7〃105αや3舵勧onε〃2αcos嬬研1，
Mackereth1953，Miyata　et　aL1986）が休眠胞子を形成しない種であるという事
実も，この考えを支持している。
　主要な細胞構造物である核酸と脂質リンは全ての栄養条件でどのステージで収
穫された試料中でも一定値を示した。この理由は細胞が遺伝や膜構造の維持のた
めに絶対的に必要とするリン化合物の量は休眠胞子・栄養細胞のどちらでも変わ
らないことを示していると考えられる。
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　栄養過剰条件では細胞内の糖リン酸含量は実験期間を通して概ね一定値を保っ
た。しかし，リン制限あるいは窒素制限培養の場合では，細胞内の糖リン酸含量
は対数増殖期の間は相対的に高く，休眠胞子が優占してきた時の定常期で急に低
くなっている（Table4．1）。全く同様のことがヌクレオチド画分についても起
こっている。
　ヌクレオチドや糖リン酸は，光合成や呼吸代謝，生合成のあらゆる場面に関与
しており，構造成分としてのリン化合物（リン脂質やリンタンパク，DNAなど）
に比べると，細胞内濃度が変化しやすい。糖リン酸はリン脂質やDNAのような
リン化合物よりも代謝時間は早く，高等植物においてそのオーダーは分単位であ
ることもその原因の一つである（Bieleski1973，Bieleski　and　Ferguson1983）。
このように糖リン酸含量は代謝活動の状態を敏感に反映するので，呼吸，リン酸
化，あるいはその関連過程の活性の指標としても使われている（S段wada　et　al．1
989）。高等植物においては，種子のような休眠状態の細胞の糖リン酸含量が低
いことも知られている（Halland　Hodges1966，Mukheji　et　a1．1971）。
　これらの報告から総合的に判断すれば，本研究に叩いたCh．PSε認00μ7吻伽S
の休眠胞子の糖リン酸・ヌクレオチド含量が低いことは，呼吸や光合成を始めと
した各種の代謝の活性が抑制されていることを表しているものといえよう。これ
は5種の珪藻の休眠胞子の暗呼吸速度が，栄養細胞のそれよりも遅いという報告
とも一致する内容を持つ（Frcnchムnd　Harglaves1980）。α．psε躍ocμ■v’3伽sの
休眠胞子は休眠期間を生き残るためのエネルギー源として大量のグルコースをポ
リサッカライドの形態で蓄えていることが知られている（Kuwata　et　al．1993）。
このことと本研究の結果を併せて考えると，珪藻の休眠胞子が低いレベルの糖リ
ン酸含量（つまり代謝活性が低い）と大量の貯蔵グルコースという，長期間の生
存にとってエネルギー的に有利な性質を持っていることが明らかである。
5）今後の課題’
　今回の実験では，細胞はすべて明条件下で収穫されたにもかかわらず，休眠胞
子のヌクレオチドや糖リン酸含量は少なかった。これらの光合成・解糖系に関連
した中間代謝成分の含量が少ないことは，この珪藻の胞子の代謝活性が明条件で
も抑えられていることを示唆している。一方，同じ条件で収穫された栄養細胞の
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糖リン酸含量とヌクレオチド含量は休眠胞子よりも多いので，代謝活性は高く保
たれているものと推測される。このことから，休眠胞子は栄養細胞とは根本的に
異なる代謝系を持つ特殊な細胞であることがうかがえる。この両者の細胞の代謝
系の具体的な違いは，光合成や解糖系などの個々の代謝系に関連した生化学成分
組成を詳細に調べることにより明らかになるものと思われる。ここから休眠胞子
形成の生態学的意義が明らかになる道が開けるものと考えられ，；れは今後の重
要な研究課題といえる。
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4．4　まとめ
　休眠胞子と栄養細胞の生理的な違いを明らかにするために，珪藻Chαε‘06ε■os
PSε幅OCμrv∫5伽Sの休眠胞子形成過程と細胞内リン組成を様々な栄養条件で調べ
た。結果は以下のようにまとめられる。
1）　休眠胞子形成は十分量の珪酸の存在の下では窒素欠乏だけでなくリン欠乏で
も誘導された。さらに，休眠胞子形成は栄養過剰条件でも確認され，いろいろな
環境ストレスが胞子形成のトリガーとして作用することを示唆している。
2）どの栄養条件でも栄養細胞は休眠胞子を作るためにおよそ3pmol／ceUの付加
的な珪酸を要求した。過剰の珪酸は休眠胞子形成に必須と考えられる。
3）休眠胞子形成に伴い，糖リン酸とヌクレオチドの細胞内含量は低下した。一
方，栄養細胞ではとれらの物質の含量の低下は認められなかった。この結果は，
休眠胞子と栄養細胞が本質的に異なる代謝系を持つことを示している。
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第5章休眠胞子の光合成色素とヌクレオチド組成
5．1　はじめに
　第4章の実験結果は，休眠胞子の代謝活性は栄養細胞よりも抑えられているこ
とを示唆していた。即ち，休眠胞子では光合成や呼吸の活性の指標となる糖リン
酸及びヌクレオチド画分のリン含量が栄養細胞に比べて低いレベルであった
（Oku　and　Kamatani1995）。このことは，休眠胞子と栄養細胞との間では光合成機
能を始めとした各種の代謝の状態が基本的に異なっていることを示している。し
たがって，光合成特性や代謝物質の組成・含量を詳細に調べれば，両者の細胞の
機能的な違いをより明確にできると考えられる。
　一般に，植物の光合成活性は蛍光収率や光合成色素量などと深く関わっており
（Demmig　et　al．1989，Thayer　and　Blorkman1990，Demers　et　al。1991），植物
はこれらの要素を変化させることにより自らの光合成活性を調節し，様々な光条
件に適応していると考えられている。このような適応様式は，陸上植物だけでな
く，珪藻を始めとした植物プランクトンの栄養細胞でも知られているので』
（Sakshaug　et　al．1987，1温tasa1995），休眠胞子においてもそれらの存在が予測』
される。また，光合成活性や呼吸速度の低下を反映してATPの細胞含量の減少
の起こることが鞭毛藻S6吻ρsごε伽‘70cho∫4ωの休眠シスト形成で知られているの
で（Binder　and　Anderson1990，Lirdwitayaprasit　et　aL1990），珪藻の休眠胞子形
成においても同様の現象の存在が予測される。
　これらの背景から，本章では珪藻Cみ。PSεμ40C脚is伽Sの休眠胞子と栄養細胞
の単位クロロフィル当たりの∫n卿oクロロフィル蛍光，光合成色素，ヌクレオ
チド組成に着目し，両者の細胞の光合成過程・エネルギー代謝系の違いの具体的
な証拠を得ることを目的とした一連の研究を行った。
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5．2　材料と方法
1）培養方法
　休眠胞子と栄養細胞の代謝の違いを比較生理学的観点から明らかにするために，
5．5’のポリカーボネート製ボトルを用い，以下の3種の培養系を設定した。
1）栄養過剰培養系
2）窒素，珪酸制限培養系
3）窒素制限培養系
N：P：Si＝120：10：180（μM）
N：P：Si＝20：10：27（μM）
NIP：Si＝20：10：180（μM）
　　ごれらの栄養添加濃度と組成比は第4章の実験を参考に決定した。1）は栄養
　細胞，2）は窒素欠乏下の栄養細胞，3）は休眠胞子の収穫を目的にしている。窒
　素の添加濃度はヌクレオチドの分析時に必要な試料量を概算し，20μMとした。
　光条件は160μEm－2s－1とし，明暗周期は14L：10Dとした。培養温度は200C
、に保持した。
　前培養は前述の光，温度条件で行い，培養液はN：P：Si＝50：5：50（μM）のやや
　薄い磁培養液とした。これは各培養系が前培養の影響を受けるのを避けるため
　である。前培養に先立ち，珪藻株はペニシリンG　カリウム・ストレプトマイシ
　ン・クロラムフェニコール混液による抗生物質処理により滅菌した（Hoshaw
　and　Rosowski1978）。この無菌株を用いて前培養を2日行い，対数増殖期に達し
　た前培養25m1を各培養系（51）に接種した。
2）各要素の分析方法
　培養期間中，各培養系から約100m’の試料を分取し，’n　レ’vo蛍光，硝酸塩，
リン酸，珪酸濃度測定用の試料とした。∫n　ゆo蛍光の測定には蛍光光度計（日
立204型蛍光光度計）を用いた。励起波長は436㎜，測定波長は660nmとし
た。栄養塩類の分析法は第4章に記述した方法で行った。
　光合成色素・ヌクレオチド分析用の珪藻試料は以下のように収穫した。1まず，
3種の培養系それぞれから，培養2日目に光合成色素の定量のための栄養細胞を
収穫した。・次に，栄養過剰培養系からは培養3日目に栄養細胞を，窒素，珪酸制
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限培養系からは5日目に栄養細胞（栄養枯渇条件）を，窒素制限培養系からは7
日目に休眠胞子をそれぞれ収穫した。細胞収穫時の光条件は，暗期から明期に移
行してから10時間を経過した時点に統一した。また，光条件の違いによる色素組
成の変化を調べるために，栄養細胞（栄養枯渇条件）と休眠胞子の一部を暗条件
に24時間保持した試料も採取した。休眠胞子については，これとは別に様々な光
条件・培養日数における色素組成も調べた。
　収穫した珪藻細胞は直ちに光合成色素とヌクレオチドの分析に供した。ヌクレ
オチドは明条件で収穫された試料についてのみ測定した。Xanthophyll色素とヌ
クレオチドは第3章で確立したHPLC法で分析した。但し，Ch1．αはアセトン抽
出一吸光光度法で測定した（Jeffrey1975）。
3）発芽実験
　栄養枯渇条件下の栄養細胞（窒素・珪酸制限培養系）と休眠胞子（窒素制限培
養系）の生き残りを比較するために，両方の細胞を栄養欠乏条件のまま，1）に
示した温度・光条件で49日間培養した。培養後の栄養細胞と休眠胞子をそれぞれ
100m1の班0培養液に接種し，160μEm－2s－1，14L：10D，20。Cの条件で培養
した。それぞれの培養系の∫π　ゆo蛍光を24時間毎に測定し，発芽とそれに続く
栄養増殖過程を比較した。
5．3　実験結果
1）各栄養条件における増殖曲線と栄養吸収特性
　各培養系の∫n　yiレo　蛍光の経日変化をF三g．5．1に示す。栄養過剰，窒素制限，
窒素・珪酸制限のどの培養系でも，珪藻は接種直後から活発に増殖している
（Fig。5．1A）。窒素・珪酸制限培養系では培養3日目，．窒素制限培養系で4
日目，栄養過剰培養系で4日目までが対数増殖期であると見られる。栄養制限を
かけた培養系では，短い定常期が見られた後に，蛍光がやや弱まる傾向を示して
いたが，栄養過剰培養系では培養終了日まで蛍光は増加し続けた。
　窒素制限培養系では培養4日目，また窒素・珪酸制限培養系で培養3日目に硝
酸塩は枯渇した（Fig．5。1B）。窒素・珪酸制限培養系では，培養3日目に珪酸
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も枯渇していたにも拘わらず（Fig．5．1D），リン酸の取り込みだけはは停止
することなく，培養終了時まで続いていた（Fig．5．1c）。このことは，窒素・
珪酸が欠乏した状態でも珪藻細胞のリン酸代謝は停止していないことを示唆して
いる。一方，窒素制限培養系では，培養4日目の硝酸塩の枯渇以降，休眠胞子形
成に伴う急激な珪酸の取り込みが見られたが，培養7日目以降は珪酸の取り込み
も停止した。また，リンの取り込みは硝酸塩枯渇と同時に停止した（F玉g．5．1C）。
このように，培養液中に存在する珪酸の濃度により，窒素制限条件下でのリン酸
の取り込みに違いが生じることが分かった。
2）細胞収穫時における各培養系の栄養塩取り込み比と細胞の形態
　紬胞収穫時における各培養系の栄養塩取り込み比をTable　5．1に示す。各培養
系の特徴は以下のように要約できる。1）N：Pの取り込み比が最も低いのは窒素・
珪酸制限培養系であり，以下窒素制限培養系，栄養過剰培養系の順であった。2）
si：P比は窒素・珪酸制限培養系で最も低く，以下栄養過剰，窒素制限培養系の順
であった。3）si：N比は窒素制限培養系で最も高く，栄養過剰培養系と窒素・珪酸
制限培養系でほぼ同じ値を示した。
　培養2日目1；はどの培養系でも栄養塩は十分に残存していた（Fig。5．1）。
しかし，培養液から吸収されたN：P比は栄養過剰培養系と比較して窒素制限や
窒素・珪酸制限培養系では明らかに低かった。このことは，N：Pの取り込み比
は栄養枯渇以前から環境水中の栄養塩組成に大きく影響を受けることを示唆して
いる。
　各培養系に特徴的な細胞の形態をFig。5．2に示した。培養2日目の各培養系
と，培養3日目の栄養過剰培養系はFig．5。2Aに示したような栄養細胞で占め
られていた（以後，栄養細胞という言葉はこの形態の細胞を指すものとする）。
培養5，6日目の窒素・珪酸制限培養系の珪藻細胞は，ほぼ全てが広い面積の液胞
と著しく縮小したクロロプラストを持っていた（Fig．5。2B）。この細胞の栄養
細胞との細胞内容物の形態的な違いは明らかであり，栄養欠乏によりオルガネラ
の形態変化が起こっていることを示している。そこで本論文では以後この細胞を
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Figure 5. 2. Light micrographs of Chaetoceros pseudocurvisetus in 
each culture. (A) Vegetative cells in nutrient replete culture on Day 3; (B) 
nutrient starved cells of nitrogen and silicic acid limited culture on Day 5; 
(C) resting spores in nitrogen limited culture on Day 7. Scale bar = 20~am. 
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栄養細胞と区別して，栄養欠乏細胞・と呼ぶことにする。窒素・珪酸制限培養系
では，胞子形成に必要な珪酸が不足しているために（c£Fig。4．6），休眠胞子
は全く観察されなかった。一方，培養7，8日目の窒素制限培養系では，ほぼ全て
の珪藻細胞は休眠胞子で占められていた（Fig．5。2c）。
3）光合成色素組成の含量と組成
　各栄養条件・培養日数におけるCh，P3ε躍ocμMs鋤sの細胞当たりのChLα含量
と単位クロロフィル当たりのXanthophyll色素含量をTable5，2に示した。
　細胞当たりのChl．α含量は相対的に栄養細胞で多く，栄養欠乏細胞や休眠胞子
では少なくなる傾向が見られた。
　単位クロロフィル当たりのFucoxanthin含量は，1）培養2日目では，各培養系
において650～720mmo1の幅に収まっており，栄養条件の違いによる大きな変
化は認められない。2）培養2日目の栄養細胞と比較すると，栄養欠乏細胞や休
眠胞子中で濃度が高い傾向が見られるが，その度合いは20％以内でありわずかで
あった。3）栄養欠乏細胞と休眠胞子中のFucoxanthin含量は，明条件・暗条件の
どちらでも変化が認められなかった。
　Diadin6xanthinとDiatoxanthinは併せてXanthophyll　cycle色素と呼ばれている。
単位クロロフィル当たりのXanthophyll　cycle色素量は栄養細胞（培養2日目）で
300mmol前後と栄養条件によらず概ね一定であった。栄養細胞中のXanthophyll
cycle色素に占めるDiatoxanthinの割合は，培養2日目の光照射10時間の時点では
どの培養系でも21から37％であり，栄養条件による違いは小さかった。
　栄養欠乏細胞と休眠胞子ではXanthophyll　cycle色素は大幅に増加しており，培
養2日目の栄養細胞（栄養過剰培養系）の2倍ないし2。5倍の含量であった。こ
れらの細胞のXanthophyll　cyclc色素に占めるDiadinoxanthinあるいはDiatoxanthin
の割合は光条件によって大きく変化した。即ち，明条件では栄養欠乏細胞と休眠
胞子の両方でともにDiadinoxanthinが減少し，Diatoxanthinが増加していた。一
方，暗条件ではその逆の現象が見られた。このことから，休眠胞子と栄養欠乏細
＊この細胞はKuwata　et田．（1993）が休眠細胞（festing　ceH）と呼んでいるものと同じである。しかし，栄養欠乏により
増殖阻害を受けて代謝活性が低下した細胞を休眠細胞と呼ぶには問題があるので，本論文では栄養欠乏細胞（nulrient
st細ed　ceII）の呼称を用いることとした。
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胞はXanthophyll　cycle（後述）を持つことが明らかである。しかしながら，これ
らの両方の細胞における脱エポキシ化の度合い（一Xanthophyll　cycle色素に占め
るDiatoxanthinの割合）は大きく異なっていた。Xanthophyll　cycle色素に占める
Diatoxanthinの割合は，明条件で比較すると，栄養欠乏細胞では29％と低かった
が，休眠胞子では77％と高い値を示した。さらに，単位クロロフィル当たりの
Diatoxanthin含量は休眠胞子で最も高かった。このことからDiadinoxanthinの脱
エポキシ化は休眠胞子中で最も活発であることが分かった。
4）単位クロロフィル当たりのin　yiレoクロロフィル蛍光
　培養2日目における単位クロロフィル当たりの∫n　v’レoクロロフィル蛍光は，
栄養過剰培養系で最も低く，窒素制限培養系で最も高かった（Table　5．3）。こ
の時点ではどの培養系でも栄養塩類は枯渇していないことから，各培養系の間で
の単位クロロフィル当たりの∫κ　ゆ0クロロフィル蛍光値の差は，培養液の栄養
塩類組成比（N＝p比）の違いが珪藻細胞の光合成活性に影響を与えた結果生じ
たものと考えられる。
　単位クロロフィル当たりの∫n　卿oクロロフィル蛍光は栄養欠乏細胞で強くな
る傾向が認められたが，この値は休眠胞子ではさらに高くなり，培養3日目の栄
養細胞（栄養過剰培養系）と比較すると約5倍にも達した。
　栄養欠乏細胞と休眠胞子の単位クロロフィル当たりの∫n　v∫voクロロフィル蛍
光は，光照射10時間の時点で収穫した細胞と，これを24時間暗条件に保持した細
胞とでは明瞭な変化は認められなかった。
5）　ヌクレオチド類の含量と組成
　明条件で収穫したCh．　ρsε認ocμrv∫s伽sの栄養細胞と，栄養欠乏細胞，休眠胞
子のそれぞれの（糖）ヌクレオチド組成を比較した。これらのヌクレオチドの一
部は光合成過程に深く関連する代謝産物なので，細胞当たりの含量と単位クロロ
フィル当たりの含量の両方で示した（Table5．4，5．5）。
　細胞当たりの各種ヌクレオチド含量は栄養細胞では最も多く，栄養欠乏細胞で
は低下しており，休眠胞子では最も少なくなっていた（Table5，4）。細胞のエ
ネルギー状態の指標となるATP含量は，栄養欠乏細胞では栄養細胞の64％であ
＿80＿
Table 5. 3 Chlorophyll fluorescence ofvegetative cells, nutrient starved 
cells and resting spores of Chaetoceros pseudocurvisetus under various 
nutrient and light conditions. 
Cu Iture 
type 
Days Light Resting Depletron Fluorescence 
Spores (o/o) (Fl/chl. a) 
Nutrient 
replete 
Nitrogen 
silicate 
limited 
Nitrogen 
limited 
2 
3 
2
5 
6 
2
7 
8 
10L 
10L 
lOL 
10L 
24D 
1 OL 
10L 
24D 
o.o (V) 
0.3 (V) 
0.0 (V) 
0.0 (S) 
0.0 (S) 
0.0 (V) 
99.2 (R) 
98.1 (R) 
non 
non 
non 
N & Si 
N & Si 
non 
N
N
0.43 
0.37 
0.59 
0.86 
0.84 
0.76 
1.87 
1.54 
Cell types are as follows (cf. Fig. 5.2): V = vegetative cells, S = nutnent 
starved veget'ative cclls, R =resting spores. 
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Table 5. 4. Levels of intermediates in diatom cells under various light and nutrient conditions 
(in fuloVcell). All cells exposed for 10 hours to light (160 pEm~2s~1). 
Amount (fmoVcell) Ratio (%) 
Metabolites 
Vegetative 
cells (V) 
Nutrient starved 
cells (S) 
Resting 
spores (R) 
S/V RN 
AMP 
ADP 
ATP 
ADPG 
UDP 
UTP 
UDPG 
0.32t: 
0.68:!: 
0.91:t 
0.27:t 
0.11:!: 
0.21:!: 
0.25:!: 
0.02 
0.02 
0.03 
O.~O1 
0.02 
0.01 
0.03 
0.13:t 0.01 
0.27t 0.02 
0.58:t 0.07 
0.38:!: 0.03 
0.03:!: 0.00 
0.09:!: 0.01 
0.10:!: 0.01 
0.07:t 
0.11:!: 
0.38:!: 
0.06:t 
B.D. 
0.09:!: 
0.07:t 
0.02 
0.02 
0.06 
0.02 
0.02 
0.00 
41 
40 
64 
141 
27 
43 
40 
22 
16 
42 
22 
43 
28 
Total 2. 75 1.58 0.78 57 28 
l 
B.D.: below detection limit 
Vegetative cells (V): Day 3 in nutrient replete culture. 
Nutrient starved cells (S): Day 5 in nitrogen and silicic acid limited culture. 
Resting spores (R): Day 7 in nitrogen limited culture. 
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Table 5. 5. Levels of intermediates in diatom cells under various light and nutrient conditions. 
A11 cells exposed for 10 hours to light (160 /lEm~2s~1). 
Amount (mmol/mol chl. a) Ratio (%) 
Metabolites 
Vegetative Nutrient starved 
cells (V) cells (S) 
R sting 
spores (R) 
SN R/V 
AMP 
ADP 
ATP 
ADPG 
UD P 
UTP 
UDPG 
48t 3 
100~ 3 
134t 5 
40t 1 
16~ 4 
3lt 1 
37t 5 
30t 2 
64i 4 
135rl9 
89t 7 
8t 1 
22t 2 
23t 2 
21:t 5 
34:~ 5 
108:tl7 
17:t 5 
B.D. 
27:!: 5 
2lt 1 
63 
64 
101 
223 
50 
71 
62 
44 
34 
81 
43 
<38 
87 
57 
Total 406 371 226 91 56 
Ratio 
ATP/AD P 
ADPG/Adenine(1) 
AEC (2) 
1.3 
0. 2
0.65 
2. 1 
0.28 
0.73 
3.2 
0.09 
0.77 
160 
230 
230 
78 
B.D.: below detection limit (about 6 mmoVmol chl.a) 
1 : ADPG/Adenine = ADPG/(AMP+ADP+ATP+ADPG) 
2: AEC = (ATP+0.5ADP)/(AMP+ADP+ATP) 
'i Vegetative cells (V): Day 3 in nutrient replete culture. 
Nutrient starved cells (S): Day 5 in nitrogen and silicic acid limited culture. 
Resting spores (R): Day 7 in nitrogen limited culture. 
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り，休眠胞子では42％にまで低下していた。休眠胞子では，どのヌクレオチド成
分含量も栄養細胞より少なくなっており，細胞当たりのヌクレオチド総量は栄養
細胞の28％の含量にまで減少していた。一方，栄養欠乏細胞ではADPGの過剰
畜積が起こっており，栄養細胞の141％にまで増加していた。栄養欠乏細胞では，
細胞当たりのヌクレオチド総量は栄養細胞の57％と，休眠胞子の値の2倍を示し
た。胞子形成に伴い，細胞当たりのヌクレオチド含量が減るという結果は第4章
の実験結果ともよく一致している。
　単位クロロフィル当たりのヌクレオチド量は，細胞当たりのヌクレオチド含量
と概ね同じ傾向を示した（Table5．5）。即ち，栄養細胞中で多く，栄養欠乏細
胞や休眠胞子では相対的に少なかった。単位クロロフィル当たりのADPG量は
栄養細胞よりも栄養欠乏細胞中で著しく多くなっている傾向も同じであったが，
増加の度合いは大きく，栄養細胞の223％に達した。一方，休眠胞子中では単位
クロロフィル当たりのADPG量は栄養細胞よりも著しく減少していた。
　全ての（糖）アデニンヌクレオチドに占めるADPGの割合は栄養欠乏細胞で
最も高く，28％を占めた。一方，休眠胞子中ではこの値は9％に留まった。栄養
欠乏細胞中の単位クロロフィル当たりのATP量は，栄養細胞（栄養過剰培養系）
とほとんど同じであったが，AMP，ADP量は大きく減少していた。休眠胞子中
の単位クロロフィル当たりのAMP，ADP，ATP量はともに栄養細胞よりも少な
く，やはりAMPとADPが大きく減っていた。
　単位クロロフィル当たりのヌクレオチド量の合計を取ると，栄養細胞（栄養過
剰培養系），栄養欠乏細胞，休眠胞子でそれぞれ406，371，226mmol　morl
ch1．α　となった。栄養細胞と栄養欠乏細胞に比べて休眠胞子中で著しく低下して
いる点が注目される。
6）休眠胞子における光合成色素の日変化
　キサントフィルサイクルの光条件の変化に対する応答特性を知るために，様々
な積算光量子量の条件で休眠胞子を収穫し，その色素組成を調べた（Fig．5。3）。
このクロマトグラムは試料量で標準化してあるので，ピークの高さは相互に比較
できる。
　Diadin6xanthinのピークは光照射時間が長くなるとともに低下してゆく一方で，
84
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Figure 5. 3. Temporal changes in composition of photosynthetic 
pigments in resting spores under various light intensity condition. Resting 
spores of Chaetoceros pseudocurvisetus formed under nitrate deplete 
condition (Day 6). 
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Diatoxanthinのピークは高くなってゆく傾向のあることがFig。5．3より明らかで
ある。200μEm－2s－1の光強度では，このような変化は光照射時間が2時間増し
ただけでも明瞭に現れた。しかし，他の光合成色素（Phaeophorbideα類似色素，
Chl．c1＋c2，Chl．α，Fucoxanthin，β一carotenc）には目立った組成変化は見
られなかった。
　明条件に10時間放置し，細胞内にDiatoxanthinが蓄積した休眠胞子を暗条件に
15時間保持した後に光合成色素を定量したところ，D量atoxanthinは少量になり，
一方，Diadinoxanthin含量が増加していた（Fig．5．3）。
　クロマトグラムのデータから，Chl．α　に対するDiad量noxanthinとDiatoxanthin
のモル比を算出し，これらを積算光量子量に対してプロットした（Fig．5。4）。
ChL4　に対するDiadinoxanthin比は積算受光量の増加に対して0．55から0．20まで
減少していったが，逆にDiatoxanthin比は0．14から0．41に増加した。しかし，両
色素比の和は積算受光量の増加に対して0．69から0，61の範囲に収まっており，ほ
ぼ一定していた。これらの結果から，休眠胞子のXanthophyll　cycleは一日の明暗
周期と同調していることがわかった。
7）　光照射強度と色素組成
　休眠胞子は海洋の表層から深層あるいは堆積物に至る幅広い光環境に存在する
ことが知られている。そこで休眠胞子の光合成色素組成が光の強弱でどのように
変化しているのかを測定した（Fig．5．5）。休眠胞子はすべて採取日の光照射8
－10時問の問に収穫した。
　160μEm－2s－1の強光条件で33日培養した休眠胞子には，Diatoxanthinの高い
ピークがみられ，Xanthophyll　cycleが活発に働いていることが分かった。同様の
現象は50μEm－2s－1の比較的弱い光強度で33日間培養した休眠胞子にもみられ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゼたが，Diatoxanthinのピークは160μEm－2s－1の光条件下よりも低かった。これ
らとは対照的に，F無光条件で33日間培養した休眠胞子では，Diatoxanthi血のピー
クは勿論のことながら，Diadinoxanthinのピークも低下していた。以上のことか
ら，Xanthophyll　cycleは強光条件下では活発に働くが，無光条件ではXanthophyll
cycleが働かないことに加えて，Xanthophyll　cyclc色素のプールサイズも減少し
てゆくことが分かった。
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8〉明条件における休眠胞子の生き残りと発芽
　a）休眠胞子と栄養欠乏細胞の生き残り特性
　　強光条件（160μEm－2s－1）で栄養欠乏細胞と休眠胞子を約1ヶ月間培養し，
　生き残り特性を比較したところ，培養一ヶ月の時点で，窒素・珪酸制限培養系で
／は，観察された細胞は全てサイトプラスムを保持しておらず，すでに死滅してい
　るものと判断された（Rg．5．6A）。一方，窒素制限培養系の休眠胞子の多く
　はサイトプラスムを保持しており，クロロプラストの着色も明瞭であったことか
　ら，まだ生存しているものと考えられた（Fig．5。6B）。この休眠胞子のクロロ
　プラストは著しく凝集しており，細胞内の縁に位置する傾向が認められた。
b）Xanthophyll　cycleの存在の有無
　前述の休眠胞子でXanthophyll　cycleが働いているかどうかを調べるために，培
養32日目に光合成色素組成を測定した（Fig．5．7）。収穫時の光条件は明条件
に10時間保持したものである。その結果，Diatoxanthinの高いピークと，
Diadinoxanthinの低いピークが確認された。このことから，休眠胞子中の
Xanthophyll　cycleが依然として機能していることが窺えた。そこでこの休眠胞子
を24時間暗条件に保持した後に色素組成を分析したところ，Diadinoxanthinの増
加とそれに伴うDiatoxanthinの減少が見られた。したがって，形成後に長期間を
経過した休眠胞子でもXanthophyll　cycleは一日の明暗周期に連動して働いている
ことが分かった。
c）発芽特性
　休眠胞子・栄養欠乏細胞が発芽あるいは増殖できるかどうかを確認するために，
それぞれの培養系から珪藻細胞を含む沈殿物を個別に栄養過剰な班0培養液に
接種し，温度20。C，14L：10D，200μEm－2s｝1の条件で培養し，’n　v∫vo蛍光の
経日変化を追跡した。その結果，窒素制限培養系の沈殿物からは休眠胞子の発芽
に伴う栄養細胞の出現と，それに続く栄養増殖が観察されたが，窒素・珪酸制限
培養系の沈殿物からは，珪藻細胞の増殖は全く見られなかった（Fig．5．8）。
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このことから，休眠胞子は強光条件下で長期問培養しても生存可能であり，しか
もすばやく発芽することが分かった。
5．4　考察
1）胞子形成に伴う単位クロロフィル当たりの∫n　v∫voクロロフィル蛍光の変化
　一般的な理論によれば，活発に光合成を行っている植物では，光化学系Hの反
応中心付近に位置する電子受容体（プラストキノンQ）の還元と再酸化が滞りな
く行われ，光エネルギーが化学的還元エネルギーに効率よく変換される。このと
き，吸収された光エネルギーの蛍光放散や熱としての損失は少ない。ところが何
らかの理由でプラストキノンQの再酸化が妨げられると，反応中心付近で励起ク
ロロフィルから生じた電子の受容体がなくなるため，光吸収により生じた還元エ
ネルギーの一部は蛍光となって細胞外へ放射される。このことから単位クロロフ
ィル当たりの∫n　卿oクロロフィル蛍光の増加は，光合成活性の低下の指標とな
る（石丸・藤田1985，西村1987，古谷1996）。
　C五psε副ocμ7v∫s伽sの単位クロロフィル当たりのごnレ’voクロロフィル蛍光は栄
養欠乏細胞で増加していたことから，光合成活性の低下が栄養制限により引き起
こされることが窺える（Table5．3）。休眠胞子では単位クロロフィル当たりの
∫n　v∫voクロロフィル蛍光の増加はさらに著しいことから，休眠胞子の光合成活性
は非常に低下しているといえる。このことは光エネルギーの固定と以後に続く
ATP生産，炭素固定などの一連の代謝過程が抑制されていることをも示唆する。
　栄養欠乏下で細胞に光エネルギーがもたらされることは，細胞内への過剰なエ
ネルギー供給を意味する。過剰な光エネルギーは細胞内器官の光化学的損傷を引
き起こすので（BelayandFogg1978，Powles1984），何らかの形で消費または
放出することが生き残り上重要であると考えられる。休眠胞子における単位クロ
ロフィル当たりの∫n　卿oクロロフィル蛍光の大幅な増加は，過剰なエネルギー
が蛍光により分散されていることを示しており，細胞内への還元エネルギーの蓄
積を防ぐ機能としても働いていると推測される。
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2）珪藻におけるXanthophyll　cycle
　Xanthophyll　cycleとは，明条件下ではエポキシ化XanthophyHの脱エポキシ化
が起こり，暗条件下ではエポキシフリーXanthophyllク）エポキシ化が起こる一連
の過程のことである（Fig。5．9）。Hagar（1975）によれば，Xanthophyll　cycleは
NADPH，デヒドロアスコルビン酸，グルタチオン還元酵素が関与したエネルギ
ー消費的な過程であり，epoxytaseとde－epoxytaseの働きにより可逆的に進行す
る（Fig．5．9c）。しかしその詳細が明らかになっているわけではない。
　Xanthophyll　cycleは，陸上植物ではアンセラキサンチンやビオラキサンチンか
らゼアキサンチンが生成する反応として（Hagar　l975，Demmig－Adams　et　aL19
89，Thayer　and　Bjorkman　1990），また珪藻・鞭毛藻などの微細藻類では
D圭adinoxanthinからDiatoxanthinが生成する反応として知られている（Hagar1975，
Cunningham　and　Schiff1986，Demers　et　aL1991）。Xanthophyll　cycleが機能し
ている植物では，Xanthophyll　cycle色素に占めるエポキシフリーの色素の割合が
増加するにつれて，光合成活性が落ちてゆくことが知られており（Thayer　and
Bjor㎞an　1990），［また，∫n　v∫voクロロフィル蛍光の急激な消光（quenching）
が起こる場合のあることも知られている（Demers　et　al．1991）。この蛍光の消
光の機構を調べた最近の研究によれば，Xanthophyll　cycleはnon－radiativeなエネ
ルギー分散により，細胞内の過剰なエネルギーを逃がすための働きを持つと考え
られている（Demmig　et　aL1987，Demmig＿Adams　et　aL　l989）。
　カロチンやXanthophyIIは光捕集性色素としての役割に加えて，励起クロロフ
ィルのエネルギーを消去したり，細胞内の一重項酸素やヒドロキシラジカルを消
去する機能をも持っており（Hagar1975，西村1987，Krause1988），細胞内の
光損傷を防ぐ保護物質としても働いていることが知られている（Fig．5．9B）。
　これらのことから総合的に判断すれば，Xanthophyll　cycleは植物が強光に曝さ
れたときの細胞内の損傷を防ぐための，過剰エネルギーの分散／無害化機能であ
るといえよう。
　珪藻におけるXanthophyll　cycleの研究は7加1αss∫os加oo8αn∫c¢T　psθ認o朋n傷
T　　wε∫s魂og∫ち　p肋θ04α6卿〃2　‘7∫corn蜘〃2などで報告があり，後3種では
Xanthophyll　cycleの存在が指摘されている（Sakshaug　et　aL1987，Demers　et　aL
1991，Geider　et　aL　l993，Latasa1995）。これらの珪藻のXanthophyll　cycle色素
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　は対数増殖期よりも定常期に多くなる傾向，及び，窒素やリン酸の枯渇に伴って
辱クロロフィルに対する存在比が増すことが知られている（Geider　ct　al．1993，
Latasa1995）。また，光強度が増すとXanthophyll　cycle色素が増加することも見
　いだされている（Latasa　1995）。しかしこれらの研究例はすべて栄養細胞の分
析により得られた結果であり，休眠胞子についてXanthophyll　cyclcの存在を明ら
　かにしたのは本研究が初めてである（Fig．5．1，5．5）。休眠胞子のXanthophyll
cycleの特徴は次のように要約される。
　a）明条件では，休眠胞子形成に伴い単位クロロフィル当たりのキサントフィ
　　ルサイクル色素のプールサイズが大きくなる
　b）明条件におけるエポキシフリー色素の割合が栄養細胞に比べて高い
　c）低光量（50μEm－2s－1）でもエポキシフリー色素の生成が起こる
　d）暗条件では単位クロロフィル当たりのXanthophyll　cycle色素のプールサイズ
　　の減少が起こる
　e）明条件，暗条件のどちらの休眠胞子でも単位クロロフィル当たりの∫nゆo
　　クロロフィル蛍光強度に大きな変化は認められない
　単位クロロフィル当たりのXanthophyll　cycle色素のプールサイズが暗条件では
小さく（d），明条件で大きい（a）ことは，明条件では休眠胞子中でXanthophyll
cycle色素が合成され，暗条件ではこれらが分解・消失することを表している。
さらに，Xanthophyll　cycle色素に占めるエポキシフリー色素の割合の増加（b）と，
その現象が栄養細胞よりも低光量で観察されること（c）から窺えるように，
Xanthophyll　cycleは栄養細胞よりも休眠胞子で活発に働いているといえる。これ
　らのことから，休眠胞子のXanthophyll　cycleの活性は光環境条件の変動に合致す
るように柔軟に変化するものと考えられる。休眠胞子は強光条件である表層水か
　ら（Odate　and　Maita1990），弱光または光が届かない海底堆積物上（Gaπison1
981，Pitcher　1986，奥・鎌谷未発表）までの様々な光環境から見いだされてい
るので，Xanthophyll　cycleのこのような特性は，光エネルギーから細胞を保護す
るのに効果的に働き，休眠胞子の生き残りに重要な働きをしていると思われる。
　単位クロロフィル当たりのiη　卿oクロロフィル蛍光値は明条件，暗条件のど
ちらに置かれた休眠胞子でもほぼ同じ値を示し（e），Diatoxanthinの蓄積に伴う
蛍光の急激な消光（quenching）は見られなかった（Table5。2，5，3）。このこ
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　とは栄養欠乏細胞でも同じであった。したがって，休眠胞子のXanthophyll　cycle
は，鞭毛藻や陸上植物で報告されているような，エポキシフリー色素の生成に伴
　って急激な蛍光の消光が起こるタイプ（Demmig　et　aL1987，Demmig－Adams　et
al．1989，Demers　et　al．1991）とは異なっている。エポキシフリー色素の生成に
伴って蛍光の消光が起こる場合は，吸収されたエネルギーの過剰分が
non－radiativeなエネルギー分散機構により細胞外へ放出されることが示唆されて
いる（Demmig－Adams　et　aL1989，Demers　et　aL1991）。しかし，すでに述べ
　たようにCん．psε躍ocμ醜s伽3の休眠胞子では単位クロロフィル当たりの∫n　v∫vo
　クロロフィル蛍光の大幅な増加が起こっていることから，過剰エネルギーの分散
　はradiativeな機構（蛍光放射）によると考えられ，この点でも蛍光消光型の
Xanthophyll　cydeとの違いが際立っている。このような蛍光の消光を伴わないタ
イプのエポキシフリー色素の蓄積現象は，珪藻蹄α1αssiOS加　　　　　Wθ’S解og∫ち
P肋θ04αc酬μ〃1師co7n幽〃1で知られているが（Latasa1995，Geider　et　al，1993），
　この現象の機構の詳細は明らかではない。これはチラコイド膜のルーメンにおい
て過剰な電子の蓄積が起こったことによる受動的な反応であろうとの推測もある
が（Latasaand　Berdalet1994，Latasa1995），もしそうならば，エポキシフリー
色素の蓄積は過剰な電子の還元エネルギーの消去機構として働いていると解釈で
きるので（Hagar1975），細胞の還元エネルギーによる破壊を防ぐ役割を持つと
いう結論には変わりがない。
　いずれにせよ，本研究の結果のみではCみ，　　PSθ認OC脚なαμSの休眠胞子の
Xanthophyll　cycleがどのような機構により起こっているのかを判断するのは難し
い。しかし，単位クロロフィル当たりのXanthophyll　cycle色素の増加は，クロロ
　フィルに吸収される励起帯の波長の光量の減少を意味し，また同時に，一重項酸
素の消去やクロロフィルの励起エネルギーの受容体としての機能の強化につなが
るので，光化学系を過剰エネルギーから守り，細胞の光破壊を効果的に防いでい
ると推論することは妥当であると思われる。この機能と，過剰エネルギーの蛍光
による分散機構並びにクロロプラストの凝集・縮小を組み合わせることで，休
鷺眠胞子の光化学系は効果的に保護されているのかも知れない。
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3）細胞内ヌクレオチド組成
a）ATP，ADP，AMP
　植物プランクトンの栄養細胞と休眠期細胞のATPや主要なヌクレオチドの含
量を測定・比較した研究は非常に少なく，特に珪藻の休眠胞子と栄養細胞でのこ
れらの成分を測定・比較したのは本研究が始めてである。
　AMP，ADP，ATPは主要なエネルギー代謝ヌクレオチドであるので
（Marsc㎞er1986），休眠胞子中の単位クロロフィル当たりのAMP，ADP，ATP
量炉栄養細胞や栄養欠乏細胞に比べて著しく低下していることは，休眠胞子中の
細胞内のエネルギー供給能の抑制を示していると考えられる。植物の主要なエネ
ルギー獲得形式としては呼吸と光合成が挙げられるが，一般に休眠胞子の暗呼吸
活性は栄養細胞よりも低下していることが知られているので（French　　　and
Hargraves1980，Kuwata　et　aL1993），呼吸によるATP生産は少ないと考えられ
る。したがって，休眠胞子中の単位クロロフィル当たりのアデニンヌクレオチド
量の減少は，呼吸によるエネルギー生産能の低下とあいまった，光合成活性の抑
　　　　　　　ヌ制によりもたらされていると思われる。休眠胞子中の単位クロロフィル当たりの
∫n卿oクロロフィル蛍光の増加はこのことを支持するデータの一つである。
　一方，栄養欠乏細胞の単位クロロフィル当たりのアデニンヌクレオチド量は栄
養細胞の81％とほぼ同じであることから，この細胞は休眠胞子よりも高い光合成
活性を維持しているものと思われる。このことは単位クロロフィルあたりの∫n
卿0蛍光が休眠胞子の値の半分以下にとどまっていることからも窺える。
　休眠胞子中のヌクレオチド含量（測定したヌクレオチドの総量）は栄養細胞
（栄養過剰培養系）の28％と大幅に減少しており，細胞内の代謝活性が総合的に
低下していることを裏付けている。植物プランクトンの休眠期細胞の形成に伴う
細胞内の代謝活性の低下は鞭毛藻で知られており，3C吻PS∫ε伽ヶ0凶0∫4εαでは細
胞当たりのATP含量が低温，暗条件に置かれたシスト中で低下することから，
シスト中の一般的な代謝活性の低下が起こっていると推測されている
（Lirdwitayaprasit　et　a1．1990）。また，3．‘70cho’4εαはシスト形成に伴い呼吸
速度と光合成活性が著しく低下することも知られており（Binder　and　Anderson1
990），これらの報告は本研究の結果とよく一致している。したがって，休眠胞
子は鞭毛藻のシストのように，各種の代謝活性が著しく低下したステージである
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と判断される。
b）ADPG
　栄養細胞（栄養過剰培養系），栄養欠乏細胞，休眠胞子の間で細胞当たりの含
量の変化が最も大きかったのはADPGである。ADPGはATPとGIP　（グルコ
ース6リン酸）からADP　グルコースピロホスホリラーゼ反応（ADPP反応）を
介して合成される（例えばGander1976）。ここで生じたADPGはグルカンヘの
グルコース供与体となる。UDPGについても類似の反応が知られている。（グ
ルカンの合成にどの糖ヌクレオチドが使われるかは，生物種と生じるグルカンの
種類とにより様々である）。
GIP＋ATP→　ADPグルコース＋PPi（ピロリン酸）
　　（ADPグルコースピロホスホリラーゼ）（ADPP）
GIP＋UTP→　UDPグルコース＋PPi（ピロリン酸）
　　（UDPグルコースピロホスホリラーゼ）（UDPP）
ADP（or　UDP）グルコース＋　（グルカン）・→　（グルカン）・＋1＋ADP（or　UDP）
この反応式から類推すると，炭水化物代謝が滞りなく回転しているときには
ADPG，UDPG含量は細胞内であるレベルで存在していると思われる。代謝が阻
害を受け光合成がシンクリミットになるとこれらの糖ヌクレオチド濃度は増加す
ることが知られている。例えば，σ⑩nε“撚を連続明条件に置くことにより暗
反応を阻害すると，糖ヌクレオチドの蓄積が起こることが見いだされているが，
この現象は最終産物阻害による効果であると解釈されている（Sawada　et　al．198
9，葛西・沢田1995）。
　栄養細胞が栄養欠乏環境下に曝されて栄養欠乏細胞になると，ADPGの過剰
蓄積が起こる（Table5．4）。栄養欠乏細胞は珪酸・硝酸塩の枯渇によりすでに
増殖（分裂）できない細胞である。この細胞のADPG含量が多いことは，少な
くとも以下の3つの条件が満たされている必要がある；第一に，明反応は活発で
あり，ATP　の細胞内への供給が可能であったこと。第二に，細胞内へのグルカ
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ンの蓄積により，新たなグルカン鎖の伸長反応に負のフィードバックがもたらさ
れたこと。第三に外部との物質のやりとりができること。
　すでに5．43）　a）で述べたように第一の条件は満たされていると考えられる。
αL　P3ε認OCμrv1S鋤Sは窒素・珪酸欠乏条件で細胞分裂が阻害され・同時にグルカ
ンの蓄積が起こることが知られていることから（Kuwata　et　al．1993），第二の
条件についても十分に起こり得るものと思われる。栄養欠乏細胞は窒素や珪酸の
枯渇後でもリン酸を吸収していることから，三番目の条件も満たしている。これ
らのことから，栄養欠乏細胞は，窒素・珪酸の枯渇により細胞分裂が停止してい
るものの，細胞内部の光合成活性は高く保たれ，結果として生じた光合成産物に
より最終産物阻害（end　product　inhibition）が起こっている状態にあると見なす
のが妥当であると思われる。
　一方，休眠胞子のADPG含量は少ない。休眠胞子も分裂しない細胞であるの
で，シンクリミットによる最終産物阻害は栄養欠乏細胞と同様に起きやすいもの
と考えられる。そこで上の三条件に照らしてみると，1）休眠胞子の光合成活性r
は栄養欠乏細胞よりも活発ではない，2）細胞内には多量のグルカンの蓄積が見
られ（Kuwata　ct　al．1993），新たなグルカン鎖の伸長反応に負のフィードバッ
クがもたらされる可能性はある，3）栄養塩から見る限り，外部との物質のやり
とりは見られない，との結果になり，1）と3）が条件を満たしていない。したが
って，休眠胞子中でADPGの含量が少ないのは，この細胞の光合成活性が低下
しており（cf5．43）a）），ソースリミットになっていることが原因であると
判断するのが合理的と思われる。
　これらのことから，休眠胞子内部で起こっているADPGの関与した代謝系の
変化は，単に窒素欠乏によりもたらされる受動的なものではなく，休眠胞子形成
に伴う積極的変化であると推測できる。つまり，休眠胞子形成に伴う代謝変化は，
窒素欠乏により引き起こされる代謝変化の延長線上にあるものではなく，休眠胞
子形成に独自の特殊なものであるといえる。
　休眠胞子の光合成がシンクリミットになっていることは，過剰なエネルギーや
物質の蓄積による細胞の破壊が起こりにくいことを意味しており，明条件下での
光に対する耐久性の確保という点でも合理的であると考えられる。
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4）クロロフィル当たりの∫n　v’レo蛍光，Xanthophyll色素組成，ヌクレオチド
含量の関連
　単位クロロフィル当たりの∫n　ゆo蛍光と単位クロロフィル当たりのヌクレオ
チド量の合計を各細胞についてプロットしたところ，両者の間には強い負の直線
関係が見られた（Fig．5．10）。即ち，単位クロロフィル当たりの∫n　v∫vo蛍光の無
最も強い休眠胞子で，最もヌクレオチド含量が少ないという結果になった。同様
にして，Xanthophyll　cycle色素に占めるDiatoxanthinの割合と，測定したヌクレ
オチドの総和をFig．5．11に示した。データポイントは少ないものの，
Diatoxanthinの割合は，単位クロロフィル当たりのヌクレオチド量と非常によい
相関を示した。これらのことから，Xanthophyll　cycleの活発さ，すなわち，エポ
キシフリー色素の増加の度合，単位クロロフィル当たりの∫n　v∫vo蛍光，細胞内
ヌクレオチド濃度の3者の間には密接な相互関係があるものと思われる。即ち，
休眠胞子に入射した過剰な光エネルギーの大部分は蛍光により放散され，光合成
活性が大きく低下している。また，細胞内の過剰な還元エネルギーを，
Diadinoxanthinの脱エポキシ化過程に消費することにより，細胞内の過剰エネル
ギーや活性酸素による損傷は起きにくい状態になっているものと考えられる。こ
れらの諸過程により休眠胞子の光合成活性は明条件でも低い状態にあり，各種ヌ
クレオチドの合成・代謝も不活発になっており，光に対する抵抗力が強まってい
るものと推測される。
5）高温・明条件における耐久性の獲得
　休眠胞子は厚い珪酸の被殻を持つことから，急速に海底に沈降するであろうと
考えられている。そこで海底や有光層下部での生き残り機構の解析の観点から，
これまでにも低温・暗条件での休眠胞子の寿命が調べられてきた（Hargraves
and　French1975，Durbin1978，Marone　and　Chervin1979，Hargraves　and　French19
83）。それらの報告によれば，珪藻の休眠胞子は暗条件下では温度が低いほど寿
命が長いとされている。例えば肪ぬss∫03伽κ074εn面oε娩∫は0。Cで576日の生
き残りが確認されているが，15。Cでは42日，20。Cでは7日以下である
（Durbin1978）。
　休眠胞子の寿命が低温で長いことは，細胞内の生化学反応の多くが酵素反応を
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介しており，それらが温度依存性を持つことを考えると説明がつく。休眠胞子は
細胞内に貯蔵性多糖を始めとした有機炭素を多量に含んでおり（French　　and
Hargraves1980，Kuwata　et　a1．1993），この有機炭素は呼吸などのエネルギー代
謝に用・いられている（Handa　1969）。周囲の温度が低いと，これらの代謝活動
に関連した生化学反応の速度が遅くなるので，結果として貯蔵炭水化物などのエ
ネルギー源の消費が抑えられるため，休眠胞子の寿命が延びると考えられる。ま
た，休眠胞子が暗条件でより長く生き残るのは，細胞内に過剰な還元エネルギー
（光エネルギー）がもたらされることがないからだと考えられる。
　一方，高温・明条件で長期間生き残る休眠胞子の存在を報告した研究例は見当
たらない。栄養欠乏下で細胞に光エネルギーがもたらされることは，細胞内に過
剰なエネルギーが供給されることに他ならず，光合成器官の光損傷（Belay　and
Fogg　l978）や光合成の光阻害（powles1984）が引き起こされる可能性が増す。
海産珪藻が窒素制限に曝されると，光阻害を起こす紫外線のレベルが下がること
も知られている（Cullen　and　Lcsser1991）。高温条件であれば，生体内の酵素反
応の多くは低温条件よりも早くなり，細胞のエネルギー消費も大きくなることが
予想される。したがって栄養欠乏・明条件・高温というような環境条件は珪藻の
生き残りにとって極めて過酷な場であるといえよう。栄養欠乏により形成する休
眠胞子がこのような環境条件に適応可能であれば，胞子形成は種の生き残り戦略
に有効な機能を果たすことが考えられる。
　α2．psεμ406μ7レ∫s伽3の休眠胞子は20。C，14L：10D，160μEm－2S－1という栄
養欠乏・高温・強光条件で7週間を経てもなお発芽能を備えていた（Fig．5。8）。
一方，栄養欠乏細胞はこの条件で速やかに死滅した。このことから，Ch．し
PSε躍00μ7V醜傭の休眠胞子が栄養欠乏・高温・明条件という過酷な環境に対す
る耐久性を持っていることは明らかである。また，この生き残り特性はこの珪藻
の休眠胞子が夏眠細胞としても機能することを示唆しており，このような報告が
見当たらないことから，現場水域での休眠胞子の役割を考える上でも注目に値す
る。このような各種環境への適応能力は，
1）細胞当たりのクロロフィル量の減少
2）単位クロロフィル当たりの加卿oクロロフィル蛍光の増加
3）これら1；伴う細胞当たりのヌクレオチド量の低下
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4）Xanthophyll　cycleによる光化学系の光破壊からの保護
5）クロロプラストの著しい凝集
というような胞子形成に伴う各種の代謝変化が複合的に組み合わさることにより
生み出されたものであると考えられ，これら諸過程の変化により休眠胞子の光合
成活性は低く保たれ，栄養枯渇環境下での寿命と光に対する耐久性が確保されて
いるものと思われる。
　以上のように，Cん．psε躍oc脚∫s伽3の休眠胞子は，栄養細胞とも栄養欠乏細
胞とも生理的に全く異なる，厳しい環境条件下で生き残るための特殊な細胞であ
ることが示された。これら休眠胞子の生理的性質は海洋環境での種の生き残りと
いう観点から見て合理的であり，休眠胞子形成がこの珪藻種の個体群の維持機構
として重要であることの証拠といえる。
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5．5　まとめ
休眠胞子の生理的特異性を明らかにするために，光合成色素とヌクレオチド組成
の栄養細胞・栄養欠乏細胞との比較を試みたところ，以下の結果が得られた。
1　休眠胞子・栄養欠乏細胞には明らかなXanthophyll　cycleが存在したg
2　休眠胞子形成に伴い，Ch1．o　含量は減少し，単位クロロフィル当たりの’n
　v∫voクロロフィル蛍光は増加した。
3　細胞当たりのヌクレオチド含量は栄養細胞で最も多く，以下栄養欠乏細胞，
　　休眠胞子の順であった。
4　栄養細胞と比較すると，休眠胞子では全てのヌクレオチド濃度が低下してい
　　た。一方，栄養欠乏細胞ではADPGの過剰蓄積が認められた。
5　明暗周期を与えた条件で栄養欠乏細胞と休眠胞子を長期間培養したところ，弘
　　休眠胞子は7週間を経てもなお発芽能を保持していた。一方，栄養欠乏細胞
　　はこの期間ですべて死滅した。
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第6章まとめと展望
6．1　本研究の展開と主要な成果
1）研究の背景と目的（第1章）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　乞
　本論文では珪藻の休眠胞子に着目した一連の研究を展開してきた。第1章では
海洋の基礎生産・物質輸送に果たす珪藻の役割と，これまでの休眠胞子の研究の
経緯と問題点を整理した。そこでは，海洋の基礎生産・物質輸送において主要な
役割を担っているのが珪藻であること，並びに珪藻の季節的消長に大きな影響を
与えているのが休眠胞子形成という現象であることを示し，胞子形成の研究の重
要性を指摘した。
　そこで，過去の休眠胞子に関する研究について整理したところ，従来の研究は
主に形態学的特徴や，水域における分布・季節的消長に関するものに偏っており，
胞子形成を誘導する環境因子，休眠胞子の発芽因子や代謝物質の含量及び組成と
いった生理生化学的特徴に関係した知見が著しく欠けていることが分かった。
　休眠という現象は，増殖に不適当な期間を乗り切り個体群を維持してゆくため
に，生育や代謝の活性を極端に低下させて環境条件に対する耐久性を獲得する過
程であるから，代謝に関する知見が不足していることが，休眠胞子の生態学的役
割に不明な点が多い原因であると考えられる。このような経緯から，休眠胞子の
代謝物質含量・組成に関する知見を得ることが最も重要な研究課題の一うである
との認識に到達した。
　この目的のために，1）休眠胞子を純粋に得られるような珪藻を選別し，2）こ
の珪藻に対して代謝物質の分析法を確立し，3）栄養細胞と休眠胞子の代謝物質
組成を調べる，という順序で作業を進めた。
2）休眠胞子形成種の探索（第2章）
　休眠胞子と栄養細胞の代謝物質組成の比較検討のためには休眠胞子と栄養細胞
をできるだけ純粋に得ることが重要である。そこで第2章では，培養しやすく，
かつ休眠胞子を形成しやすい珪藻種を明らかにすることを試みた。
　世界の海洋に普通に見られ，量的にも多い珪藻の最重要種群である
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C肋ε云ooεアos　属を対象と定め，相模湾表層水から11種を分離した。これらの種の
維持培養を半年にわたって続けたところ，安定して活発に増殖する種と，そうで
ない種が存在することがわかった（Table2．1）。また，休眠胞子形成特性を栄
養欠乏条件に着目して調べたところ，種間で胞子形成率に大きな違いのあること
が明らかになった（Table2．2）。このような種の増殖・胞子形成特性から総合
的に見て，C肋εホOCε〆os　p3θ認00μ7レむ伽Sが維持しやすく，且つ胞子を形成しやす
い実験に最も適している種と判断した。
　また，この実験の過程で，窒素欠乏では胞子形成が見られなかったにも拘わら
ず，高塩分と窒素欠乏の条件では休眠胞子を形成する珪藻，ααε‘06ε〆OS
例傭o〃103αnsの存在が明らかになった（Fig。2。4～2。6）。これは珪藻の環境への
適応能力の広いことを示す興味深い結果といえる。
3）珪藻細胞中の光合成色素とヌクレオチドの分析法の確立（第3章）
　生体内の代謝物質の正確な分析を行うためには，対象とする生物と定量する物
質に対して理想的な分析方法を確立することが望ましい。しかし，珪藻の光合成
色素とヌクレオチドを正確でしかも迅速・簡便に測定できる方法は知られていな
い。そこで第3章では前章で選定した珪藻Cん．p3ε認ocμMsαμsを試料として，光
合成色素とヌクレオチド類の分析法の確立を試みた。
　分析法はHPLCを利用したものとし，色素については抽出条件およびHPLC
の溶出条件，ヌクレオチドにっいては抽出試料の中和法とHPLCの溶出条件に
ついて幅広く検討を加えた。また，試料の分解を防ぎ，迅速に測定できるように
分析システムを構築するようにした。
　その結果，光合成色素はアセトン抽出一逆相クロマト法（可視吸収検出）によ
り，また，ヌクレオチドはトリクロロ酢酸抽出一第3アミン中和一逆相イオンペ
アクロマト法（紫外吸収検出）といった操作・方法の組み合わせにより，簡便な
操作で迅速に分析できる方法が確立された（Fig．3。2～3．4）。この方法の確立
によって，珪藻の主要な光合成色素8種（Chl．α，C血1．01＋c2，fhcoxanthin，
o’s－fucoxanthin，diadinoxantin，diatoxanthin，β一carotene，phaeophorbide　α一like）
と，ヌクレオチド（AMP，ADP，ADPG，ATP，UDP，UDPG，UTP）を分離・
定量が可能になった。
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4）休眠胞子形成に伴う細胞内リン組成の変化（第4章）
代謝の変化の概要をつかむには，各種の代謝に利用され，多くの情報を得るこ
とができる成分に着目する必要がある。そこで，含量も多く生体内の様々な代謝
に利用されているリン成分に着目して研究を行った（第4章）。
　栄養過剰，窒素欠乏，リン欠乏の栄養条件を設定して培養実験を行い，休眠胞
子形成過程を観察するとともに，細胞内リン組成を分画のレベルで比較した。そ
の結果，休眠胞子の形成に関して，a）十分量の珪酸が存在すれば，どの培養条
件でも休眠胞子形成が見られる（Fig．4．3），b）休眠胞子の形成には約3
pmol／cellの付加的な珪酸を要求する（Fig．4．6），ということが分かった。
　また，細胞内リン組成について，c）オルトリン酸と核酸態リンはどの細胞で
も含量が多い，d）オルトリン酸とポリリン酸含量はリン欠乏条件下で減少する，
e）休眠胞子形成に伴い，糖リン酸とヌクレオチドの細胞内含量は低下する，と
いう傾向があることがわかった（Table4。1）。
　糖リン酸とヌクレオチドは光合成や呼吸過程の主要な中間代謝産物であるから，
細胞内の代謝活性の指標となる。したがって，e）の結果は，休眠胞子の形成に
伴って，光合成や呼吸過程のようなエネルギー代謝の活性が低下することを示唆
しており，休眠胞子と栄養細胞が本質的に異なる代謝系を持つことの証拠と考え
られた。
5）休眠胞子の光合成色素とヌクレオチド組成（第5章）
　第4章の実験結果はリン分画のレベルから得られたものであり，代謝機構の変
化に関する詳細な情報を与えるものではない。そこで第5章では，細胞内の光合レ
成を始めとした各種の代謝の変化についてより詳細で具体的な知見を得るための
実験を行った。
　栄養過剰，窒素・珪酸制限，窒素制限培養系を設定することにより，それぞれ
の培養系から栄養細胞，栄養欠乏細胞，休眠胞子を得た。この試料の光合成色素
とヌクレオチドの含量・組成を，第3章で確立した分析法を用いることにより測
定した。併せて単位クロロフィル当たりの∫η卿oクロロフィル蛍光，栄養塩吸
収比，各細胞の形態・生き残り特性についても調べ，3種の細胞の問で比較した。
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これら一連の実験により，休眠胞子の生理生化学的特徴の一端が，以下のように
明らかになってきた。
O休眠胞子・栄養欠乏細胞には明らかなXanthophyll　cycleが存在した。
g）休眠胞子形成に伴い，ChLα　含量は減少する一方，単位クロロフィル当たり
　の∫n　v∫voクロロフィル蛍光は大きく増加した（Table5．2，5．3）。
h）細胞当たりのATP含量は栄養細胞で最も多く，以下栄養欠乏細胞，休眠胞子
　の順であった（Table5．4）。
i）栄養細胞や栄養欠乏細胞と比較して，休眠胞子では全てのヌクレオチド濃度が
　低下していた。一方，栄養欠乏細胞では栄養細胞よりもADPGの含量が増加
　していた（Tablc5．4）。
j）栄養欠乏・強光条件で栄養欠乏細胞と休眠胞子の生き残りを比較したところ，、
　休眠胞子は7週間を経てもなお発芽能を保持していた。一方，栄養欠乏細胞は
　この期間ですべて死滅した（Fig。5．6，5．8）。
以上の実験結果から，休眠胞子では光合成やエネルギー代謝が不活発であり，ま
た，栄養欠乏・強光条件への耐久性が増加していることが示された。
6．2　休眠胞子の生理生化学的性質
　上述のような一連の研究の成果の主要な点を要約し，これまでに得られている
知見を加えれば，休眠胞子の生理生化学的特徴は以下のようにまとめられる
（Fig、　6．1）　。
　休眠胞子中のChl．α含量の減少，クロロプラストの凝縮，単位クロロフィル当
たりの∫n　vごvo蛍光の増加といった現象（Table5．2，5．3，Fig．5。6）は，細胞内
への還元エネルギーの過剰供給の抑制の役割を果たしており，さらに，
Xanthophyll　cycleの存在（Table5。2，Fig．5．3～5。5）は過剰な還元エネルギー
に対する生理的防御機構であると考えられる。
　暗呼吸は栄養細胞よりも休眠胞子で不活発であることはすでに知られているが
（French　and　Hargraves1980，Kuwata　et　a1。1993），糖リン酸や各種のヌクレオ
チド含量は明条件でも減少していた（Table4．1，5．4）ことを考えると，休眠胞
子の細胞内の代謝の活性は総合的に低下していると判断される。このことは貯蔵
性炭水化物・脂質（Kuwata　et　al．1993）の消費の抑制につながるので，寿命の
一110一
Vegetativece”LIGHT
Fluorescence
　・群讐玩照…』藷証… Chbrophy”a
　　　　　　　　　　　　　、ATP
バDPG
UDPG　一蕊∵鷺
Sugaトーr「．発・
　　　　　　　　　　　ノ
　　　　　　　　　Diatoxanthin
　　　　　／　　　　ン／
　　ノDiadinoxanthin
Storage　carbohydrate、
Lipid
Thin　Si　walI
Resting　spore LIGHT
Photo－pro宣ection　mechanisms
　　　　Fluorescence
　　　　　　↑
Radiative　dissipation
ミ1饗1”毫，D璽⑩㊥
　　　ノ 　　＼、　Dladinoxanthin
　　旨∫7y　　　　　＼』
　　∫・　　　　　一ATP
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
讐　　　　　　 ／蕪一／lt．，age。a，b．hydrat，
　　　　　　　　　　／　・pid
Thick　Si　wa”
Reg　u　Iated　respl　raibn
sugar　metabollsm
AccumL』lationofcarbohydrate
Figure6．L　Schematic　rcpresentation　of　biochemical　composition　of
vegetativecellsandrestingsp・res．
＿111
確保に重要な役割を果たす。
　以上の代謝過程の変化により，休眠胞子は栄養欠乏・強光条件に対する耐久性
を獲得しているとの結論に達した。
6．2　仮説の再検討と今後の展望
1）従来の仮説の見直し
　これまでは，休眠胞子形成は栄養欠乏・強光という増殖に不適当な条件から逃
避するための手段であるとの見方が強かった（Hargraves　and　Frcnch1983）。ま
た，休眠胞子は冬を越すための耐久細胞であるとの見方も強調されてきた（Gran
1912，Garrison1984）。
　しかし，Cん．PSθ躍06μ7V’S8‘μSの休眠胞子が高温・強光条件にも強い耐久性を
持ち，栄養条件の回復に伴いすばやく発芽・増殖することや，高塩分条件でも
Cん．伽αsホo〃10s伽sが休眠胞子形成で生き残るという実験的事実は，休眠胞子の役
割の多様さを示しており，上記の仮説の不十分さを表している。本研究の成果か
ら考えれば，休眠胞子形成は様々な環境条件に対して耐久性を獲得するための生
理的・形態的応答と解釈した方がより妥当であり，これまでの伝統的な仮説は再
検討を要すると言えよう。
　休眠胞子が様々な環境条件に対する耐久性を獲得していて，条件が回復したと
きにすばやく発芽する特性を持っていれば，その種は広範囲に分布を広げること
ができるであろう。本研究は，休眠胞子がこのような性質を持つことの一端を示
した。C肋ε‘ocε70sや肪α1αss’03加のような珪藻類が世界中の海域に分布する理
由は，休眠胞子形成を生態戦略として利用しているからなのかもしれない。
2）今後の展望
　本研究の過程で，これから取り組まれるべき課題が幾つか抽出されてきている。
　栄養欠乏培養により，C厩rocε70s　　　ll種の胞子形成特性を調べた結果は
（Table2．2），この条件で胞子形成を行いにくい種の存在を表している。しか
し，分離したいずれの種も休眠胞子形成種である。また，Ch．onαs‘o脚sαnsの休
眠胞子形成が窒素欠乏では見られず，しかし高塩分で窒素欠乏になると胞子形成
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が誘導されている（Fig．2。6）。これらの実験結果は，未知の胞子形成の誘導
因子が種々存在していることを暗示している。休眠胞子形成を誘導する環境因子
は珪藻類の動態を予測・把握する上で重要であり，今後の精査が望まれる。
　光合成色素の分析結果からも今後の研究課題が見いだせる。Fig。6，2に見ら
れるように，栄養細胞，栄養欠乏細胞，休眠胞子の光合成色素組成を比較すると，
休眠胞子では前2者に比べてChl4のピークが高く，Phaeoph6rbide4様物質の、妄
ピークが低くなっている。この結果には再現性があり，休眠胞子中でのクロロフ
ィラーゼの活性の低さを示しているものと思われる。これは栄養細胞と休眠胞子
の生理的な活性の違いを表すデータといえるが，詳細は今後の検討に委ねられる。
　休眠胞子形成途中の細胞のヌクレオチド組成を分析したところ，未知のヌクレ
オチド様物質の存在が確認されている（Fig．6．3）。この物質は栄養細胞や休
眠胞子からは検出されず，休眠胞子形成途中の細胞にのみ見られた。したがって，
休眠胞子の形成過程にのみ起こる特殊な代謝活動が存在していることが推測され
る。このことと，紫外線を吸収する・TCA抽出性である・イオンペアクロマト
の溶出位置，といった物理化学的特徴から考えると，この物質は糖ヌクレオチド
の可能性が指摘できる。耐久性の高い細胞壁の構築や，貯蔵性多糖の合成のため
に胞子形成に伴う新たな代謝活動が起こることは十分に予想されるので，この物
質の同定と胞子形成に伴うダイナミクスの解明が待たれる。
　本研究は，代謝物質の含量および組成の面からも休眠胞子の役割の解析が可能
であるという道筋を示した。しかし，休眠胞子の形成に焦点を絞ったため，胞子
の熟成，発芽に関連した代謝物質の含量・組成を調べるには至らなかった。現場
水域では栄養細胞よりも休眠期細胞の期間の方が長い種も見られることから，胞
子形成直後だけでなく，形成後長期間経過した休眠胞子の生理生化学的特徴を調
べることも重要な課題である。
　今後は休眠胞子が現場水域における種の維持・季節的遷移・分布特性に果たし
ている役割を明らかにするために，休眠胞子の熟成に伴う代謝機構の変化，休眠
胞子の発芽に必要な環境条件，休眠胞子の発芽に伴う代謝物質の含量・組成の変
化など，休眠胞子の形成，熟成，発芽に関連した生活史の各段階で起こっている
事象の全体像を多くの種について解明してゆく必要がある。
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